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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 
Το μιτοχονδριακό DNA (mtDNA) των πολυκύτταρων οργανισμών παρουσιάζει 
μοναδικά χαρακτηριστικά τα οποία το καθιστούν χρήσιμο εργαλείο για τη μελέτη της 
μοριακής εξέλιξης των οργανισμών. Αποτελεί κυκλικό γονιδίωμα, το οποίο ποικίλει 
σε μέγεθος και στα ανώτερα ζώα και τον άνθρωπο κληρονομείται, εκτός εξαιρέσεων, 
μόνο από τη μητέρα. Τα μιτοχόνδρια είναι υπεύθυνα για την παραγωγή ενέργειας με 
τη μορφή τριφωσφορικής αδενοσίνης (ATP), μέσω της διαδικασίας της οξειδωτικής 
φωσφορυλίωσης (OXPHOS). Το mtDNA έχει χρησιμοποιηθεί εκτενώς σε μελέτες 
της δομής της γενετικής πληθυσμών και σε φυλογενετικές σχέσεις μεταξύ ζώων. Η 
παρούσα διατριβή αποτελεί εξελικτική μελέτη μιτοχονδριακού DNA σε 
απομονωμένους πληθυσμούς Lepus europaeus, από Ευρώπη (Ελλάδα, Γερμανία, 
Γαλλία), Κύπρο και Ασία (Τουρκία, Ισραήλ, Β.Ισραήλ). Επιλέχθηκαν προς μελέτη, 
δυο μιτοχονδριακά γονίδια που συμμετέχουν στην οξειδωτική φωσφορυλίωση, τα 
ND3 και ND6, τα οποία συνεργάζονται με προϊόντα γονιδίων του πυρηνικού DNA 
για την δημιουργία του συμπλόκου της πρώτης υπομονάδας (Complex 1 ή NADH-
δεϋδρογονάση). Πραγματοποιήθηκε αλληλούχιση, νουκλεοτιδική ανάλυση, αμινοξική 
ανάλυση και φυλογενετική ανάλυση μεταξύ των δειγμάτων, με σκοπό να 
προσδιοριστούν οι σχέσεις μεταξύ τους και μεταξύ πληθυσμών από διαφορετικές 
γεωγραφικές περιοχές. Από τη νουκλεοτιδική ανάλυση τόσο στο γονίδιο ND3, όσο 
και στο γονίδιο ND6, προέκυψαν αρκετές θέσεις σημειακών μεταλλαγών, οι οποίες 
συνδέονται, στις περισσότερες των περιπτώσεων, με τη διακριτή φυλογεωγραφική 
κατανομή. Τα δεδομένα που προέκυψαν συμφωνούν με τα αποτελέσματα 
προηγούμενων μελετών, από τα οποία προκύπτει η ύπαρξη τριών διαφορετικών 
απλοομάδων με πολύ καλά προσδιορισμένη φυλογεωγραφική κατανομή στην Ευρώπη 
και την Ανατολία. Υπάρχει η ανάγκη για μελλοντικές μελέτες όλων των 
μιτοχονδριακών γονιδίων που συμμετέχουν στην οξειδωτική φωσφορυλίωση, καθώς 
και οι αντίστοιχες υπομονάδες που κωδικοποιούνται από πυρηνικά γονίδια, ώστε να 
προσδιοριστεί ο ακριβής βαθμός συσχέτισης του εξελικτικού ρυθμού και της συν-
προσαρμογής των μιτοχονδριακών με τα πυρηνικά γονίδια. 
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ABSTRACT  
Mitochondrial DNA (mtDNA) of multicellular organisms presents unique 
characteristics that turn  mtDNA into a very useful tool for studding molecular 
evolution of organisms. It appears to be a circular genome with great range in 
size. In most multicellular organisms, included human, mtDNA is inherited from 
the mother (maternally inherited). These cellular organelles are converting 
chemical energy from food into adenosine triphosphate (ATP), a form that cells 
can use by a cell procedure called oxidative phosphorylation (OXPHOS). MtDNA 
has been extensively used in phylogenetic studies, in elucidating the evolutionary 
relationships among species and it also permits examination of the relatedness 
of populations. The present study is an evolutionary investigation about mtDNA 
that originates from Lepus europaeus isolated populations from Europe (Greece, 
France and Germany), Asia (Turkey, Israel, North Israel) and Cyprus. Two 
mitochondrial genes, the ND3 and Nd6, which are involved in oxidative 
phosphorylation, were chosen for our investigation. These two genes collaborate 
with nuclear genome in creating the Complex-I, the first enzyme of the 
mitochondrial electron transport chain. In addition, in order to establish the 
relationships between samples and between populations of different 
geographical locations, we performed sequencing and nucleotide analysis, amino-
acid analysis and phylogenetic analysis of the samples. The results of nucleotide 
analysis revealed many point mutations in gene’s samples of ND3 and ND6, fact 
which seems that in many cases, can be directly connected with the distinct 
phylogeographic distribution. The results we took seem to agree with previous 
investigations that consent in the existence of three different haplogroups with 
a well-defined phylogeographic distribution across Europe and Anatolia. The 
need arises for future studies, of the whole mitochondrial genome that involved 
in oxidative phosphorylation and the respective subunits encoded of nuclear 
genes, so we can modify the exact evolutionary pace and co-adaption of 
mitochondrial and nuclear genes.       
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ΕΙΣΑΓΩΓΗ 
 
ΕΞΕΛΙΚΤΙΚΗ ΒΙΟΛΟΓΙΑ      
              
“Nothing in biology makes sense, except in the light 
of evolution” -Theodosius Dobzhansky 
 
 
Η εξελικτική βιολογία επιδιώκει να εξηγήσει την προέλευση και την ποικιλοποίηση 
της ζωής. Όλοι οι ζωντανοί οργανισμοί είναι απόγονοι ενός πολύ μικρότερου 
αριθμού οργανισμών που έζησαν στη γη πριν από περίπου 3,5 δισεκατομμύρια έτη 
και όλα τα γονίδια σε κάθε ζωντανό οργανισμό προέρχονται από μόλις λίγα 
προγονικά γονίδια. Η σύγχρονη αυτή θεώρηση του έμβιου κόσμου εδραιώθηκε 
σχετικά πρόσφατα. Το ανθρώπινο είδος είχε από πολύ παλιά ένα ενδιαφέρον, τόσο 
πρακτικό, όσο και θρησκευτικό, για την κληρονομικότητα και τη φυσική ποικιλότητα. 
Πλήθος φιλοσόφων, φυσιοδιφών, ερευνητών, γεωλόγων, αλλά και θεολόγων, όπως ο 
Αριστοτέλης (Scala Naturae) (Εικ. 1), ο Πλάτωνας, ο John Ray (The Wisdom of 
God Manifested in the Works of the Creation [1691]), ο Carolus Linnaeus 
(Systema Naturae [1735]) (Εικ. 2), George Cuvier, Charles Lyell (Principles of 
Geology [1830]), έθεσαν τις απαρχές της μελέτης των εξελικτικών σχέσεων των 
έμβιων όντων. 
Εικ. 1 Scala Naturae- Αριστοτέλης Εικ. 2 Systamate Naturae- Linnaeus 
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Ο «Αιώνας του Διαφωτισμού» (18ος αιώνας) υπήρξε μια έντονα δραστήρια και 
παραγωγική περίοδος για την επιστημονική κοινότητα. Γοητευμένοι, τόσο η 
επιστημονική κοινότητα, όσο και οι κυβερνώντες με την εξέλιξη των ειδών, 
εξερευνήσεις και νέες θεωρίες ήρθαν στο φως και έγειραν έντονες συζητήσεις γύρω 
από την εξελικτική θεωρία. Πρωταγωνιστές της περιόδου υπήρξαν ο James Cook, o 
Pierre De Maupertuis, ο Buffon, o Jean-Batiste de Lamarck (Philosophie 
Zoologique [1809]), o Alfred Russel Wallace (ο οποίος συνέλαβε μια θεωρία όμοια 
με του Δαρβίνου) και φυσικά ο Charles Darwin (On the Origin of Species by 
Means of Natural Selection, or the Preservation of Favoured Races in the 
Struggle for Life [1859]) (Εικ. 3-4), ο οποίος στο έργο του έθεσε την 
επιχειρηματολογία της εξέλιξης μέσω της φυσικής επιλογής.  
      
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικ. 3-4: σχέδια του Δαρβίνου από το βιβλίο «Η καταγωγή των ειδών» 
Εικ.5: Συγκριτική απεικόνηση της οπτικής  των Darwin και 
Lamarck σχετικά με την Εξελικτική Θεωρία 
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Τα ερχόμενα έτη η θεωρία της εξέλιξης ήταν γεγονός. Η θεωρία της Φυσικής 
Επιλογής του Δαρβίνου και οι απόψεις ενός Αυστριακού μοναχού του Gregor 
Mendel, ο οποίος είχε διατυπώσει μια θεωρία κληρονομικότητας (Experiments on 
Plant Hybridization [1866], που αναγνωρίστηκε πολύ αργότερα από τους Hugo de 
Vries, Carl Correns και Erich von Tschermak) συνδυάστηκαν στην κλασσική 
γενετική των πληθυσμών. Τα σημαντικότερα συστατικά της γενετικής των 
πληθυσμών συνοψίστηκαν σε τρεις κομβικές εργασίες, του R.A. Fisher (Γενετική 
Θεωρία της Φυσικής Επιλογής [1932]), του J.B.S. Haldane (Αίτια της Εξέλιξης 
[1932]) και του Sewall Wright (Εξέλιξη των Μεντελικών Πληθυσμών [1931]) (Εικ. 
6). Οι απόψεις του Fisher, του Haldane και του Wright διέφεραν σημαντικά ως 
προς την εξέλιξη, παρ’ όλα αυτά τα σημαντικά τους επιτεύγματα υπήρξαν η 
συμφιλίωση των απόψεων του Δαρβίνου και του Μέντελ και επέτρεψαν μια ευρύτερη 
σύνθεση στα διάφορα πεδία της βιολογίας. (Barton, Briggs, Eisen, Goldstein, & 
Patel, 2013) 
 
 
 
 
 
 
 
Η σύνθεση αυτή συνέβει στα έτη γύρω από το 1940  και είναι γνωστή ως Εξελικτική 
Σύνθεση. Καθοριστικό ρόλο έπαιξαν οι εργασίες των Theodosius Dobzhansky 
(Genetics and the Origin of Species [1937]), E.B. Ford, Ernst Mayr (Systematics 
and the Origin of Species [1942]), George Gaylord Simpson (Tempo and Mode of 
Evolution [1944]), αλλά και ο G.Ledyard (Stebbins Variation and Evolution in 
Plants [1950]) που έφερε τη Βοτανική στη σύνθεση (Barton, Briggs, Eisen, 
Goldstein, & Patel, 2013). Παρόλη τη σημαντική πρόοδο που γνώρισε ο κλάδος της 
Εξελικτικής Βιολογίας εκείνη την περίοδο, η Εξελικτική Σύνθεση άφησε μείζονα 
ερωτήματα άλυτα. Σε αυτό το σημείο η Μοριακή Βιολογία υπήρξε καταλυτικός 
παράγοντας στη μεταμόρφωση της έρευνας για την Εξελικτική Βιολογία. Με νέες 
ισχυρές τεχνικές, εντελώς νέα ερωτήματα και με απαντήσεις παλαιών ερωτημάτων, 
η Μοριακή Βιολογία υπήρξε το κλειδί στην εξέλιξη της βιολογικής έρευνας και 
Εικόνα 6: (a) R.A. Fisher, (b) S. Wright, (c) J.B.S. Haldane 
 
 
 
 
9 
σαφώς της Εξελικτικής Βιολογίας, όπως θα αναφερθεί και στη συνέχεια της 
παρούσας μελέτης. 
ΠΛΗΘΥΣΜΙΑΚΗ ΓΕΝΕΤΙΚΗ 
Η Πληθυσμιακή Γενετική αποτελεί τον κλάδο της Γενετικής και της Εφαρμοσμένης 
Βιολογίας. Εξετάζει τη γενετική ποικιλομορφία, τόσο σε ένα άτομο ενός πληθυσμού, 
όσο και σε άτομα διαφορετικών πληθυσμών και ερευνά τα αίτια των προτύπων της 
γενετικής ποικιλομορφίας που εντοπίζονται μέσα σε κάθε ομάδα, καθώς και το 
γενετικό υπόβαθρο της γενετικής αλλαγής. Μελετά τη γενετική δομή των 
πληθυσμών, η οποία περιγράφεται από τον αριθμό και τις συχνότητες των 
γονοτύπων σε κάθε γενετικό τόπο και το σύνολο των αλληλομόρφων ενός 
πληθυσμού σε μια καθορισμένη χρονική στιγμή (γονιδιακό απόθεμα), όπου και 
καθορίζουν τις γενετικές πληροφορίες που μεταφέρονται από τη μια γενιά στην άλλη 
(Russell, 2009). Η γενετική δομή ενός είδους μπορεί να διαφέρει, τόσο γεωγραφικά, 
όσο και χρονικά (Εικ.7).   
 
 
 
 
 
 
 
Η πληθυσμιακή γενετική είναι άρρηκτα συνδεδεμένη με την εξέλιξη και αποτελεί τη 
βάση για τη γενετική βελτίωση των ζωικών οργανισμών, τη διατήρηση των ειδών και 
της βιοποικιλότητας (Russell, 2009). 
 
ΓΕΝΕΤΙΚΗ ΠΟΙΚΙΛΟΜΟΡΦΙΑ  
Η γενετική ποικιλομορφία στους πληθυσμούς αποτελεί την ύπαρξη διαφορετικών 
προτύπων σε επίπεδο νουκλεοτιδικής αλληλουχίας. Ο μεγάλος πληθυσμός, στον 
οποίο πραγματοποιούνται τυχαίες διασταυρώσεις και είναι απαλλαγμένος από 
μεταλλάξεις, μεταναστεύσεις και τη διαδικασία της φυσικής επιλογής θα διατηρήσει 
στην ίδια συχνότητα την όποια γενετική ποικιλομορφία υπάρχει. Συνήθως, οι 
ρεαλιστικές συνθήκες των υπό μελέτη πληθυσμών υποδεικνύουν την ύπαρξη μικρών 
Εικόνα 7:παράδειγμα φαινοτυπικής ποικιλότητας στους Σπίνους των Νήσων Galápagos, όπως 
κατεγράφει από τον Darwin 
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πληθυσμών, μη-τυχαίων διασταυρώσεων στο εσωτερικό τους, πληθώρα μεταλλάξεων 
στο γονιδίωμα τους, μετανάστευση ατόμων ή ολόκληρων ομάδων και σαφώς την 
επίδραση της φυσικής επιλογής. Αυτά τα χαρακτηριστικά σημαίνουν τη μεταβολή 
συχνοτήτων των αλληλομόρφων, η οποία έχει ως αποτέλεσμα την εξέλιξη του 
γονιδιακού αποθέματος του πληθυσμού. Οι διεργασίες της μετάλλαξης, της γενετικής 
παρέκκλισης, της μετανάστευσης και της φυσικής επιλογής μπορούν να 
τροποποιήσουν τις συχνότητες των αλληλομόρφων ενός πληθυσμού και αποτελούν 
βασικές εξελικτικές διεργασίες. 
 
ΣΥΜΒΟΛΗ ΤΗΣ ΜΟΡΙΑΚΗΣ ΒΙΟΛΟΓΙΑΣ 
Μέχρι τα μέσα της δεκαετίας του 1960, το ποσό της γενετικής ποικιλότητας δεν 
ήταν γνωστό ακόμα και για τους πιο καλά μελετημένους οργανισμούς. Οι μέθοδοι της 
Κλασσικής Γενετικής και της Βιοχημείας μπορούσαν να εντοπίσουν ποικιλότητα μόνο 
τυχαία, σε συγκεκριμένα χαρακτηριστικά (π.χ. ομάδες αίματος ή ορατούς 
πολυμορφισμούς) και σε συγκεκριμένους οργανισμούς (π.χ. Drosophila). Με την 
ανάπτυξη μοριακών τεχνικών, οι οποίες βρίσκουν εφαρμογή σε όλους τους 
οργανισμούς και σε κάθε μόριο το οποίο φέρει πληροφορία για τον οργανισμό, όπως η 
αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (Polymerase Chain Reaction, PCR), δόθηκε στους 
ερευνητές η δυνατότητα προσδιορισμού αλληλουχιών DNA σε μεγάλη  κλίμακα. Η 
μελέτη του DNA επιτρέπει την άμεση ανάλυση του γενετικού υλικού, το οποίο έχει  
κληρονομηθεί από τους προγόνους και συνεπώς αντανακλά τη γενεαλογία και είναι 
αξιόπιστο για τη μελέτη των διαφόρων σχέσεων των οργανισμών. Οι αλληλουχίες 
DNA είναι ευμετάβλητες ανάμεσα στα είδη  και  κατά  συνέπεια,  είναι  δυνατόν  να 
βρεθεί  μεγάλος  αριθμός χαρακτήρων (θέσεις ζευγών βάσεων) οι  οποίοι φέρουν 
πληροφορίες για την εξελικτική τους συνέχεια.   
Μοριακοί Δείκτες: κληρονομούμενο γενετικό παράλλαγμα που μπορεί εύκολα να 
ανιχνευθεί, ποικίλλει εντός και μεταξύ των πληθυσμών και έχει ασήμαντη επίδραση 
στο φαινότυπο. Χρησιμοποιούνται για να επισημανθεί ο γονότυπος ενός ατόμου. 
Παρουσιάζουν μεγάλη ποικιλία χρήσεων, για παράδειγμα: χρησιμοποιούνται για την 
ανεύρεση γονιδίων υπεύθυνων για την ποικιλότητα των ποσοτικών χαρακτηριστικών 
ή για ασθένειες, τη διάγνωση της πατρότητας ή τη γεωγραφική προέλευση ή για να 
επισημάνουν τις επιδράσεις της επιλογής. Γενικά, οι μοριακοί δείκτες απαιτούν έναν 
τρόπο καθορισμού ειδικών γενετικών τόπων και έναν τρόπο διάκρισης της 
ποικιλότητας σε αυτούς τους τόπους. (Barton, Briggs, Eisen, Goldstein, & Patel, 
2013) 
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Υπάρχει μία πληθώρα μοριακών δεικτών που μελετούν τον πολυμορφισμό είτε σε 
επίπεδο πρωτεϊνών είτε DNA. Οι κυριότεροι από αυτούς είναι:  
• Αλλοένζυμα, που βασίζονται στην ποικιλότητα των πρωτεϊνών λόγω μη 
συνώνυμων νουκλεοτιδικών πολυμορφισμών στην κωδική περιοχή του αντίστοιχου 
γονιδίου. Τα αλλοένζυμα διαφέρουν ως προς την ηλεκτροφορητική κινητικότητά 
τους.  
• Πολυμορφισμοί μεγέθους τμημάτων περιορισμού (RFLP) (Botstein et al., 
1980) που αφορά στην παραγωγή τμημάτων DNA διαφορετικού  μήκους, μετά από 
πέψη με περιοριστικά ένζυμα.  
• Τυχαία ενισχυμένο πολυμορφικό DNA (RAPD) (Williams et al., 1990) ο 
οποίος βασίζεται στο διαφορικό πολλαπλασιασμό, τυχαίων αλληλουχιών  ενός 
δείγματος DNA. Η ταυτοποίησή τους επιτυγχάνεται μέσω PCR με 
ολιγονουκλεοτιδικούς εκκινητές (8-10 βάσεις).  
• Μικροδορυφόροι, που αποτελούνται από διαδοχικές επαναλαμβανόμενες 
αλληλουχίες 1-6 βάσεων οι οποίες φέρουν εκατέρωθεν μοναδιαίες αλληλουχίες. 
Εμφανίζουν υψηλό βαθμό πολυμορφισμού και εντοπίζονται σε πάρα πολλές 
διαφορετικές θέσεις του γονιδιώματος (Queller et al., 1993). 
• Αλληλουχίες DNA. Παλαιότερα, οι παραπάνω μέθοδοι χρησιμοποιούνταν 
ευρέως στις πληθυσμιακές μελέτες κυρίως λόγω του χαμηλού κόστους και της 
ταχύτητας εκτέλεσής τους σε σύγκριση με την αλληλούχηση του DNA. Ωστόσο, 
πλέον τόσο το κόστος όσο και ο χρόνος που απαιτείται για την αλληλούχηση 
μειώθηκαν δραματικά. Έτσι, η αλληλούχηση του DNA εφαρμόζεται πολύ συχνά στις 
πληθυσμιακές μελέτες, καθώς συνιστά μια  λεπτομερή  και αναλυτική  μέθοδο για 
την εκτίμηση των γενετικών αποστάσεων γονιδιακών τμημάτων και γονιδίων. 
 
ΜΕΛΕΤΗ ΤΩΝ ΕΞΕΛΙΚΤΙΚΩΝ ΣΧΕΣΕΩΝ ΤΩΝ ΟΡΓΑΝΙΣΜΩΝ 
Ο όρος φυλογένεση αναφέρεται στη μελέτη των εξελικτικών σχέσεων μεταξύ 
οργανισμών, πληθυσμών και ειδών όπως αυτές διαμορφώνονται με το πέρασμα  του 
χρόνου. Η εξελικτική διαδικασία είναι δυνατόν να δημιουργήσει διακλαδώσεις, καθώς 
οι πληθυσμοί μεταβάλλονται στο χρόνο, διαχωρίζονται σε ξεχωριστούς κλάδους 
(ειδογένεση), διασταυρώνονται ή εξαφανίζονται. Ο προσδιορισμός των 
φυλογενετικών σχέσεων είναι συνδεδεμένος με την ταξινόμηση των οργανισμών, 
καθώς, από την εποχή του Δαρβίνου ακόμη, στόχος των ειδικών ήταν η ταξινόμηση 
να αντανακλά όσο πιο πιστά γίνεται τις φυλογενετικές σχέσεις των οργανισμών.  
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ΜΙΤΟΧΟΝΔΡΙΟ 
Το κύριο ενεργειακό χημικό νόμισμα των κυττάρων είναι το ATP (τριφωσφορική 
αδενοσίνη) και το μεγαλύτερο μέρος του ATP παράγεται στα μιτοχόνδρια (Alberts, 
και συν., 2006). Τα μιτοχόνδρια είναι ημιαυτόνομα οργανίδια τα οποία συνυπάρχουν 
σε μια συμβιωτική σχέση με το κύτταρο. Αυτά τα οργανίδια περιέχουν το δικό τους 
DNA, το οποίο κωδικοποιεί μια ποικιλία πρωτεϊνών και μορίων RNA. Τα 
μιτοχονδριακά γονιδιώματα ποικίλουν ευρέως σε μέγεθος κατά μήκος της 
φυλογενετικής κλίμακας. Το ανθρώπινο μιτοχονδριακό DNA αποτελείται από 16.569 
bp και κωδικοποιεί 13 πρωτεΐνες της αναπνευστικής αλυσίδας, καθώς και τα μικρά 
και μεγάλα ριβοσωματικά RNA και αρκετά tRNA ώστε να μπορούν να μεταφράζονται 
όλα τα κωδικόνια. Όμως, τα μιτοχόνδρια περιέχουν επίσης και πολλές πρωτεΐνες οι 
οποίες κωδικοποιούνται από πυρηνικό DNA. Κύτταρα τα οποία περιέχουν 
μιτοχόνδρια εξαρτώνται από αυτά τα οργανίδια για οξειδωτική φωσφορυλίωση, ενώ 
τα μιτοχόνδρια εξαρτώνται, με τη σειρά τους από το κύτταρο για την ίδια την ύπαρξη 
τους (Εικ.11 Stryer, Tymoczko, & Berg, 2007).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Εικόνα 11:σχετική θέση των μιτοχονδρίων μέσα στο κύτταρο 
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ΔΟΜΗ 
Τα μιτοχόνδρια αποτελούν συνήθως το 18-20% του συνολικού κυτταροπλασματικού 
όγκου του ευκαρυωτικού κυττάρου. Έχουν χαρακτηριστική δομή (Εικ.13) και 
αποτελούνται  από  μία εξωτερική μεμβράνη και μία εσωτερική που σχηματίζει 
πολυάριθμες πτυχώσεις (ο ρυθμός των πτυχώσεων αυξάνει καθώς αυξάνει  ο 
ρυθμός οξειδωτικής φωσφορυλίωσης). Η εξωτερική και η εσωτερική μεμβράνη 
δημιουργούν δύο μιτοχονδριακά διαμερίσματα: έναν μεγάλο εσωτερικό χώρο, γνωστό 
ως στρώμα (matrix) και έναν πολύ στενότερο, τον διαμεμβρανικό χώρο 
(intermembrane space). Η εξωτερική μεμβράνη (outer membrane) περιέχει πολλά 
μόρια πορίνης, μιας μεταφορικής πρωτεΐνης, η οποία σχηματίζει ευρείς υδρόφιλους 
διαύλους διαμέσου της διπλοστοιβάδας των λιπιδίων. Έτσι δημιουργείται ένας ηθμός, 
διαπερατός από όλα τα μόρια με πρωτεϊνικό βάρος ως 5000 daltons, 
συμπεριλαμβανομένων και των μικρών πρωτεϊνών. Αντίθετα, η εσωτερική μεμβράνη 
(inner membrane), όπως και οι άλλες μεμβράνες του κυττάρου είναι αδιαπέραστη 
από τα ιόντα και τα περισσότερα μικρά μόρια σε όλη την έκταση της εκτός από τις 
θέσεις που υπάρχουν κατάλληλοι δίαυλοι, που σχηματίζονται από τις μεταφορικές 
πρωτεΐνες τις μεμβράνης. Επομένως, το μιτοχονδριακό στρώμα περιέχει μόνο τα 
μόρια που μπορεί να διαπεράσουν την εσωτερική μεμβράνη, οπότε και το 
περιεχόμενό του είναι πολύ εξειδικευμένο (Εικ.13).  
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Η εσωτερική μιτοχονδριακή μεμβράνη είναι ο τόπος που επιτελείται η μεταφορά των 
ηλεκτρονίων και η άντληση των πρωτονίων και περιέχει τη συνθάση του ATP. Οι 
περισσότερες πρωτεΐνες που είναι ενσωματωμένες σε αυτήν αποτελούν συστατικά 
των αλυσίδων μεταφοράς ηλεκτρονίων οι οποίες είναι απαρραίτητες για την 
οξειδωτική φωσφορυλίωση. Η εσωτερική μεμβράνη είναι πολύ πτυχωμένη. 
Σχηματίζει μια σειρά πτυχών (ακρολοφίες), οι οποίες προβάλλουν στο 
μιτοχονδριακό στρώμα και αυξάνουν πολύ την επιφάνεια της μεμβράνης. Με αυτόν 
τον τρόπο εξασφαλίζεται μια μεγάλη επιφάνεια στην οποία μπορεί να συμβεί σύνθεση 
ATP. Ο μιτοχονδριακός χυμός, δηλαδή η περιοχή του μιτοχονδρίου που περικλείεται 
από τις πτυχώσεις, είναι κοκκιώδης και περιέχει πολλά και ετερογενή συστατικά 
όπως, ένζυμα του κύκλου του Krebs (κιτρική συνθετάση, ισοκιτρική αφυδρογονάση, 
φουμαράση, μαλεϊκή αφυδρογονάση), γλουταμινική αφυδρογονάση, ένζυμα οξείδωσης 
λιπαρών οξέων και ακόμα DNA, RNA και ριβοσώματα.  
 
ΛΕΙΤΟΥΡΓΙΑ ΜΙΤΟΧΟΝΔΡΙΩΝ 
Τα μιτοχόνδρια είναι υπεύθυνα για την παραγωγή ενέργειας με τη μορφή 
τριφωσφορικής αδενοσίνης (ATP) (Εικ.14-15). Τα παραγόμενα μόρια ATP, 
υπολογίζονται σε περίπου 10.000.000.000 για κάθε τυπικό ευκαρυωτικό κύτταρο 
στη διάρκεια της ζωής του, συμβάλλουν στην επίτευξη της βιολογικής τάξης μέσω 
σημαντικών λειτουργιών όπως τη σύνθεση μακρομορίων, την κίνηση μαστιγίων και 
βλεφαρίδων, τη σύσπαση μυϊκών κυττάρων,την ενεργή μεταφορά ιόντων και 
ρυθμιστικών μορίων μέσω των μεμβρανών, την ενζυμική κατάλυση, την ενδοκύττωση 
και έκκριση κ.α.  
Η διαδικασία που ακολουθείται στα μιτοχόνδρια για την παραγωγή ενέργειας 
πραγματοποιείται μέσω του μηχανισμού της οξειδωτικής φωσφορυλίωσης. 
(Μαργαρίτης, και συν., 2008) 
 
 
 
 
 
Εικόνα 13:δομή μιτοχονδρίου, εξωτερική μεμβράνη, εσωτερική μεμβράνη και μιτοχονδριακή μήτρα 
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ΟΞΕΙΔΩΤΙΚΗ ΦΩΣΦΟΡΥΛΙΩΣΗ 
Οξειδωτική φωσφορυλίωση είναι η διεργασία στην οποία παράγεται ATP κατά τη 
μεταφορά ηλεκτρονίων από το NADH ή το FADH2 προς το O2 δια μέσου μιας σειράς 
φορέων ηλεκτρονίων. Η ροή των ηλεκτρονίων από το NADH ή το FADH2 προς το 
O2 μέσω πρωτεϊνικών συμπλόκων που βρίσκονται μέσα στην εσωτερική μεμβράνη 
των μιτοχονδρίων, οδηγεί στην άντληση πρωτονίων από τη μιτοχονδριακή μήτρα. Η 
ανισοκατανομή πρωτονίων που προκύπτει μεταξύ των δυο πλευρών της εσωτερικής 
μεμβράνης δημιουργεί μια διαβάθμιση pH και μια διαμεμβρανική διαφορά δυναμικού 
ώστε να παραχθεί μια πρωτονιοκίνητη δύναμη. Η σύνθεση της ATP λαμβάνει χώρα 
όταν τα πρωτόνια ρέουν προς τη μιτοχονδριακή μήτρα δια μέσου ενός ενζυμικού 
συμπλόκου. (Stryer, Tymoczko, & Berg, 2007) 
Η οξειδωτική φωσφορυλίωση είναι το βασικό στάδιο του μεταβολισμού της γλυκόζης, 
για τρεις λόγους: [α] στο στάδιο αυτό παρα  γεται η πλειονότητα του ΑΤΡ• [β] 
ενεργοποιείται μόνο παρουσία Ο2, γεγονός που καθιστά την οξειδωτική 
φωσφορυλίωση αερόβιο διεργασία• [γ] μεγάλες ποσότητες NADH2 και  FADH2 
Εικόνα 15: στερεοδιαμόρφωση του μορίου της ATP  
Εικόνα 14: χημικός τύπος του μορίου της ATP 
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μετατρέπονται πάλι σε NΑD και FAD, για να επαναχρησιμοποιηθούν, σε 
προηγούμενα στάδια του μεταβολισμού. 
 
Ο μηχανισμός της οξειδωτικής φωσφορυλίωσης (Εικ.17) έχει ως εξής: 
 Σχηματισμός ακετυλο-συνένζυμου Α (acetyl-CoA) από οξείδωση λιπαρών 
οξέω ή από μετατροπή πυροσταφυλικού. 
 Εισαγωγή του ακετυλο-CoA στον κύκλο του Krebs (Εικ.18) και σχηματισμός 
3 μορίων NADH, 1 μορίου FADH2 και 1 μορίου GTP. 
 Μεταφορά των ηλεκτρονίων που φέρνουν τα μόρια NADH και FADH2 στα 
κυττοχρώματα της εσωτερικής μεμβράνης των μιτοχονδρίωνμε ταυτόχρονη 
έξοδο πρωτονίων από το μιτοχονδριακό χυμό προς τον ενδιάμεσο 
χώρομεταξύ εσωτερικής και εξωτερικής μεμβράνης (χημειώσμωση). 
 Φωσφορυλίωση, δηλαδή παραγωγή ATP από ADP και Pi με είσοδο πρωτονίων 
στον μιτοχονδριακό χυμό διαμέσου της ATP-συνθετάσης. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικ.17: Οξειδωτική φωσφορυλίωση και διακίνηση των διαφόρων μορίων μέσα και έξω από το 
μιτοχόνδριο. Κύκλος του Krebs και σχηματισμός NADH τα ηλεκτρόνια του οποίου δημιουργούν διαφορά 
συγκέντρωσης πρωτονίων κατά την αναγωγή του O2 σε H20. Τα πρωτόνια περνώντας μέσα από την 
ATP συνθετάση προκαλούν σχηματισμό ATP που βγαίνει στο κυτταρόπλασμα για να χρησιμοποιηθεί ως 
πηγή ενέργειας.  
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Χωρίς τα μιτοχόνδρια, τα ζωικά κύτταρα θα εξαρτιόνταν, ως προς την παραγωγή 
ενέργειας, από τη γλυκόλυση για να παράγουν τα απαιτούμενα ποσά ATP. Κατά τη 
γλυκόλυση, τη διάσπαση δηλαδή της γλυκόζης σε πυροσταφυλικό, ελευθερώνεται 
πολύ μικρό ποσό ενέργειας, μόνο 2 μόρια ATP, σε σχέση με εκείνο που παράγεται 
κατά την οξειδωτική φωσφορυλίωση. 
Στα μιτοχόνδρια ο μεταβολισμός των σακχάρων και των λιπαρών οξέων 
ολοκληρώνεται με τις αντιδράσεις της αναπνευστικής αλυσίδας, δηλαδή την οξειδωσή 
τους από μοριακό οξυγόνο με προϊόντα CO2 και H2O.  
Τα μόρια γλυκόζης διασπώνται σε πυροσταφυλικό το οποίο μπαίνει στα μιτοχόνδρια 
για να γίνει ακετυλο-CoA, με τη βοήθεια της πυροσταφυλικής αφυδρογονάσης, ενός 
ενζύμου πολύπλοκου, με μέγεθοςμεγαλύτερο από ένα ριβόσωμαπου βρίσκεται στο 
μιτοχονδριακό χυμό. Η διάσπαση 1 μορίου γλυκόζης μέσω της γλυκόλυσης, του 
κύκλου του Krebs και της οξειδωτικής φωσφορυλίωσης έχει ως αποτέλεσμα την 
παραγωγή συνολικά 36 μορίων ATP. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 18: Συνοπτική περιγραφή του κύκλου του Krebs. Το πυροσταφυλικό που προέρχεται από τη 
γλυκόλυση της γλυκόζης οξειδώνεται σε ακετυλο-CoA. Στη συνέχεια γίνεται συμπύκνωση του συνενζύμου 
προς σχηματισμό του κιτρικού οξέος και στη έπειτα μετατροπή σε ισοκιτρικό. Πραγματοποιείται 
αποκαρβοξυλίωση του ισοκιτρικού που μετατρέπεται σε α-κετογλουταρικό, αυτό αποκαρβοξυλιώνεται σε 
ηλεκτρυλο-CoA. Με αποακυλίωση μετατρέπεται ηλεκτρικό οξύ και μετέπειτα σε φουμαρικό (το ένζυμο 
αυτό βρίσκεται στην εσωτερική μιτοχονδριακή μεμβράνη και σχετίζεται με την αναπνευστική αλυσίδα). Το 
μηλικό που παράγεται μετατρέπεται σε οξαλοξικό. Τα κύρια προϊόντα του κύκλου NADH και FADH2 
δίνουν τα ηλεκτρόνια τους στην αναπνευστική αλυσίδα όπου με την αναγωγή του O2 σε H2O δημιουργούν 
τη διαφορα συγκέντρωσης πρωτονίων που ενεργοποιεί ATPάση για να παραχθεί ATP. 
 
 
 
 
18 
ΜΙΤΟΧΟΝΔΡΙΑΚΟ DNA (mtDNA) 
Τα μιτοχόνδρια έχουν το δικό τους μικρό κυκλικό γονιδίωμα, το οποίο ποικίλει σε 
μέγεθος. Το γονιδίωμα του μιτοχονδρίου περιλαμβάνει 37 γονίδια που κωδικοποιούν 
13 πολυπεπτίδια (υπομονάδες του συστήματος παραγωγής ενέργειας: επτά 
υπομονάδες NADH αφυδρογονάσης, τρεις υπομονάδες κυτοχρωμικής οξειδάσης, δύο 
υπομονάδες ATP-συνθετάσης και κυτόχρωμα b) 2 γονίδια rRNA  και 22  γονίδια 
tRNA  ως μέρος του μιτοχονδριακού συστήματος μετάφρασης (Εικ.14), τα οποία 
συνεργάζονται με 1500 γονίδια που κωδικοποιούνται από το πυρηνικό γονιδίωμα 
(nDNA). Η ύπαρξη πρωτεϊνοσύνθεσης στα μιτοχόνδρια αποκαλύφθηκε από τον 
Simpson και τους συνεργάτες του το 1955. 
Το mtDNA έχει βρεθεί σε πολλά ίδια αντίγραφα (5-10) σε κάθε μιτοχόνδριο ή ακόμα 
σε διαφορετικά μεγέθη. Σε μερικά Πρωτόζωα (π.χ. Paramecium και Tetrahymena) 
το DNA είναι γραμμικό, χωρίς ακόμα να υπάρχει λογική εξήγηση για την ιδιομορφία 
αυτή. Με το mtDNA έχει βρεθεί ότι σχετίζονται τουλάχιστον 29 πρωτεΐνες που 
δημιουργούν τα μιτοχονδριακά νουκλεοειδή (mt-nucleoid). Στα μιτοχόνδρια του 
Saccharomyces cerevisiae έχει βρεθεί ότι υπάρχουν δύο πληθυσμοί νουκλεοειδών 
που συνδέονται μέσω πρωτεϊνικών συμπλεγμάτων (TMS) με τη μιτοχονδριακή 
μεμβράνη (εξωτερική και εσωτερική). Οι πρωτεΐνες αυτές σταθεροποιούν τα 
νουκλεοειδή και κατευθύνουν την αντιγραφή του mtDNA.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
Εικόνα 14: mtDNA 
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Για τα ανώτερα ζώα και τον άνθρωπο το mtDNA κληρονομείται, εκτός εξαιρέσεων, 
μόνο από τη μητέρα (Εικ.15), αφού από τα δύο γεννητικά κύτταρα, μόνα τα 
μιτοχόνδρια του ωαρίου χρησιμοποιούνται κατά την εμβρυογένεση (αυτό συμβαίνει 
επειδή το μαστίγιο του σπερματοζωαρίου, το οποίο φέρει τη συντριπτική 
πλειονότητα των μιτοχονδρίων του, δεν εισέρχεται στο ωάριο κατά τη γονιμοποίηση) 
(Alberts, και συν., 2006). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Το mtDNA διαθέτει πληθώρα γονιδίων που κωδικοποιούν πολυπεπτίδια, tRNA, 
rRNA, καθώς και mRNAs για τη σύνθεση πρωτεϊνών στα οργανιδιακά ριβοσώματα. 
Όμως η σύνθεση αυτή δεν επαρκεί για τις λειτουργικές και δομικές ανάγκες των 
οργανιδίων και κατά συνέπεια τα μιτοχόνδρια δεν έχουν πλήρη αυτονομία. 
Τα μιτοχόνδρια όντας ημιαυτόνομα, προκειμένου να συνθέσουν όλα τα απαραίτητα 
συστατικά (ένζυμα, ρυθμιστικές και ριβοσωμικές πρωτεΐνες, κ.λπ.), χρειάζονται 
πληροφορίες που περιέχονται στο nDNA.  
Το nDNA και το mtDNA, πιστεύεται, ότι έχουν ξεχωριστή εξελικτική προέλευση, με 
το mtDNA να προέρχεται από τα κυκλικά γονιδιώματα βακτηρίων που είχαν 
ενσωματώσει οι πρώτοι πρόγονοι των σημερινών ευκαρυωτικών κυττάρων. Στα 
κύτταρα των υπαρχόντων οργανισμών, η μεγάλη πλειοψηφία των πρωτεϊνών που 
υπάρχουν στα μιτοχόνδρια κωδικοποιούνται από nDNA, αλλά τα γονίδια για 
ορισμένες από αυτές (αν όχι για τις περισσότερες) πιστεύεται ότι αρχικά ήταν 
βακτηριακής προέλευσης, δεδομένου ότι είχαν μεταφερθεί στον ευκαρυωτικό πυρήνα 
κατά τη διάρκεια της εξέλιξης (Μαργαρίτης, και συν., 2008). 
 
 
Εικόνα 15:μητρική κληρονόμηση mtDNA 
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ΡΥΘΜΟΣ ΕΞΕΛΙΞΗΣ mtDNA 
Ξεχωριστά γονιδιώματα μπορούν να εξελίσσονται διαφορετικά και ως εκ τούτου, 
υπάρχουν εξελικτικές συνέπειες στην τοποθέτηση κάποιον γονιδίων σε ξεχωριστά 
οργανιδιακά γονιδιώματα. Τα πυρηνικά, μιτοχονδριακά και πλαστιδικά γονιδιώματα 
υπόκεινται σε διαφορετικές επιλογικές πιέσεις και εξελισσονται με διαφορετικό 
τρόπο. Για παράδειγμα, στους φυλετικά αναπαραγόμενους ευκαρυώτες, τα 
γονιδιώματα των οργανιδίων δεν υποβάλλονται σε φυλετικό ανασυνδιασμό, αλλά 
αντίθετα συχνά διαβιβάζονται πρωταρχικά μέσω της μητρικής γενεαλογικής 
γραμμής. Αυτό τα καθιστά χρήσιμα ως γενετικούς δείκτες για την ανίχνευση της 
μητρικής γενεαλογικής γραμμής στους πληθυσμούς. Οι ρυθμοί εξέλιξης διαφέρουν 
μεταξύ πυρηνικών και μη πυρηνικών γονιδιωμάτων. Για παράδειγμα, στα ζώα, τα 
γονίδια στα μιτοχονδριακά γονιδιώματα εξελίσσονται ταχύτερα σε σχέση με τα 
πυρηνικά, ενώ σε πολλά φυτά συμβαίνει τα αντίθετο (Barton, Briggs, Eisen, 
Goldstein, & Patel, 2013).  
Το μικρό μέγεθος του mtDNA και ο εξαιρετικά υψηλός ρυθμός αντικαταστάσεων 
των βάσεων του έχουν εγείρει μεγάλο ενδιαφέρον σχετικά με την εξέλιξη του. Ο 
μέσος ρυθμός συνώνυμων αντικαταστάσεων στα μιτοχονδριακά γονίδια των 
θηλαστικών είναι περίπου 5,7 x 10-8 ανά θέση ανά έτος, είναι δηλαδή περίπου 
δεκαπλάσιος από το μέσο ρυθμό συνώνυμων μεταλλάξεων των γονιδίων του πυρήνα. 
Ο ρυθμός μη συνώνυμων αντικαταστάσεων ποικίλλει σημαντικά μεταξύ των γονιδίων 
του μιτοχονδρίου αλλά σε κάθε περίπτωση είναι σημαντικά υψηλότερος από το μέσο 
ρυθμό συνώνυμων αντικαταστάσεων που παρατηρείται στα πυρηνικά γονίδια. Αυτό 
είναι πιθανό να σχετίζεται με τη χαμηλότερη αξιοπιστία του μηχανισμού αντιγραφής 
DNA και επομένως με υψηλότερο ρυθμό εισαγωγής σφαλμάτων κατά την αντιγραφή 
και την επιδιόρθωση του mtDNA. Σε αντίθεση με τις DNA πολυμεράσες του 
πυρήνα, οι DNA πολυμεράσες του μιτοχονδρίου δεν έχουν ικανότητα διορθωτικού 
ελέγχου. Οι υψηλότερες συγκεντρώσεις μεταλλαξιγόνων, όπως οι ελεύθερες ρίζες 
οξυγόνου, οι οποίες προκύπτουν από μεταβολικές διεργασίες που διεξάγονται στα 
μιτοχόνδρια, μπορεί επίσης να παίζουν κάποιο ρόλο στους υψηλότερους ρυθμούς 
αντικαταστάσεων. Επιπλέον, μπορεί η πίεση της φυσικής επιλογής που φυσιολογικά 
εξαλείφει πολλές μεταλλάξεις στα γονίδια του πυρήνα να είναι λιγότερο έντονη στα 
μιτοχόνδρια, επειδή τα περισσότερα κύτταρα περιέχουν πολλές δεκάδες μιτοχόνδρια 
καθένα από τα οποία περιέχει μέχρι και δώδεκα αντίγραφα του μιτοχονδριακού 
γονιδιώματος. Τέλος, οι μεταλλάξεις στις πρωτεΐνες, στα tRNA και στα rRNA που 
κωδικοποιούνται από το μιτοχονδριακό γονιδίωμα φαίνεται να μην επηρεάζουν τόσο 
αρνητικά την προσαρμοστικότητα του ατόμου όσο οι αντίστοιχες μεταλλάξεις στα 
προϊόντα των πυρηνικών γονιδίων.  
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Παρότι είναι γνωστό ότι οι μιτοχονδριακές αλληλουχίες των ζώων εξελίσσονται 
ταχύτατα, η οργάνωση των γονιδίων φαίνεται να είναι απαράλλακτη για μεγάλες 
χρονικές περιόδους της εξελικτικής ιστορίας. Με μερικές εξαιρέσεις, η οργάνωση 
των γονιδίων είναι σχετικά σταθερή μέσα στις κύριες ομάδες, αλλά διαφέρει μεταξύ 
αυτών, και η σύγκριση αυτής της οργάνωσης έχει μεγάλες δυνατότητες για την 
επίλυση προβλημάτων που αφορούν στους βαθύτερους κλάδους της φυλογένειας των 
μεταζώων. Ο μεγάλος αριθμός των πιθανών γονιδιακών διατάξεων καθιστά αδύνατο 
σχεδόν το να αποκτούν διαφορετικά taxa το ίδιο μοντέλο οργάνωσης. Η σύγκριση 
της οργάνωσης των μιτοχονδριακών γονιδίων παρείχε πειστικές φυλογένειες σε 
αρκετές περιπτώσεις όπου τα υπόλοιπα δεδομένα ήταν αμφίβολα, όπως έγινε με τις 
περιπτώσεις των μεγάλων ομάδων των εχινόδερμων και των αρθροπόδων. 
 
ΦΥΣΙΚΗ ΕΠΙΛΟΓΗ ΚΑΙ ΕΞΕΛΙΞΗ ΚΩΔΙΚΟΠΟΙΗΜΕΝΩΝ ΠΕΠΤΙΔΙΩΝ 
ΑΠΟ mtDNA  
Οι παραλλαγές του mtDNA είναι ένα σημαντικό εργαλείο για την εξερεύνηση της 
γενετικής πληθυσμών στα είδη των ζώων. Πρόσφατα, η αναγνώριση του ρόλου των 
μεταλλάξεων του mtDNA  σε ανθρώπινες ασθένειες, έχει κεντρίσει το ενδιαφέρον 
στη λειτουργία και στην εξέλιξη του mtDNA και των 13 πολυπεπτιδίων που 
κωδικοποιεί. Αυτές οι πρωτεΐνες αλληλεπιδρούν με ένα μεγάλο αριθμό πεπτιδίων 
που κωδικοποιούνται στον πυρήνα, για να αποτελέσουν το μιτοχονδριακό σύστημα 
μεταφοράς ηλεκτρονίων (ETS). Δεδομένου ότι το ETS είναι το κύριο σύστημα 
παραγωγής ενέργειας στα αερόβια μετάζωα, η φυσική επιλογή θα αναμενόταν να 
ευνοεί μεταλλάξεις που ενισχύουν τη λειτουργία του ETS. Τέτοιες μεταλλάξεις θα 
μπορούσαν να συμβούν είτε στα μιτοχονδριακά είτε στα πυρηνικά γονίδια που 
κωδικοποιούν ETS πρωτεΐνες και θα οδηγούσαν σε θετικές διαγονιδιακές 
αλληλεπιδράσεις ή συν-προσαρμογή. Άμεσες αποδείξεις για διαγονιδιακή συν- 
προσαρμογή προέρχονται από τις λειτουργικές μελέτες συστημάτων, όπου οι 
συνδυασμοί mtDNA-nDNA διαφέρουν στη φύση, ή μπορούν να χειραγωγηθούν 
πειραματικά. 
Το mtDNA έχει χρησιμοποιηθεί εκτενώς σε μελέτες της δομής της γενετικής 
πληθυσμών και σε φυλογενετικές σχέσεις μεταξύ ζώων. Δύο ιδιότητες του mtDNA 
το κάνουν ιδιαίτερο χρήσιμο σε τέτοιες μελέτες: τα υψηλά ποσοστά υποκατάστασης 
νουκλεοτιδίων σε σύγκριση με το nDNA και η μητρική κληρονομικότητα που δεν 
υπόκειται σε ανασυνδυασμό. Αν και οι μελέτες στην εξέλιξη και στη γενετική 
πληθυσμών συχνά προτείνουν ότι η εξέλιξη του mtDNA είναι ουδέτερη ή σχεδόν 
ουδέτερη, οι σημαντικοί ρόλοι και των 13 πεπτιδίων που κωδικοποιούνται από 
mtDNA στην κυτταρική παραγωγή ΑΤΡ, δείχνουν ότι η μεταβολή του mtDNA θα 
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μπορούσε να έχει σημαντικές μεταβολικές συνέπειες. Πράγματι, οι λειτουργικές 
αλληλεπιδράσεις μεταξύ μιτοχονδριακών πρωτεϊνών που κωδικοποιούνται από 
mtDNA και nDNA θα μπορούσαν να οδηγήσουν σε ισχυρή επιλογή για θετικές 
διαγονιδιακές αλληλεπιδράσεις, ή συν-προσαρμογή. Ένα σημαντικό πρόβλημα στη 
συν-προσαρμογή του πυρηνικού και μιτοχονδριακού γονιδιώματος, είναι τα 
διαφορετικά ποσοστά υποκατάστασης των δύο αυτών γονιδιωμάτων. Τα πεπτίδια που 
κωδικοποιούνται από mtDNA εμφανίζουν ένα υψηλότερο ποσοστό υποκατάστασης σε 
σχέση με τα ομόλογά τους που κωδικοποιούνται από nDNA, γεγονός που 
υποδηλώνει ότι η συν-προσαρμογή θα πρέπει να καθοδηγείται από το μιτοχονδριακό 
γονιδίωμα (Blier et al. 2001). 
 
ΣΥΝ-ΠΡΟΣΑΡΜΟΓΗ ΠΥΡΗΝΙΚΩΝ ΚΑΙ ΜΙΤΟΧΟΝΔΡΙΑΚΩΝ 
ΓΟΝΙΔΙΩΜΑΤΩΝ 
Για να διατηρηθεί η φυσιολογική λειτουργία του ETS, η φυσική επιλογή θα ευνοεί 
συνεχώς την εξελικτική συν-προσαρμογή των αλληλεπιδρώντων πρωτεϊνών που 
κωδικοποιούνται από το μιτοχονδριακό και το πυρηνικό γονιδίωμα. Ένα τέτοιο 
σενάριο θα μπορούσε να οδηγήσει σε συσχετισμούς στις λειτουργικές ιδιότητες σε 
σχέση με το περιβάλλον. Για παράδειγμα, το κυτόχρωμα c, το οποίο κωδικοποιείται 
από ένα πυρηνικό γονίδιο, μεταφέρει ηλεκτρόνια μεταξύ του συμπλόκου III 
(κυτόχρωμα bc1) και του συμπλόκου IV (κυτοχρωμική c οξειδάση).  Αυτή η 
λειτουργία απαιτεί κυτόχρωμα c για να δεθεί με τα δύο αυτά πρωτεϊνικά σύμπλοκα: 
στη συνέχεια, η μεταφορά ηλεκτρονίων περιλαμβάνει το σχηματισμό πρωτεϊνικών 
συμπλόκων που καθοδηγείται από ειδικές ηλεκτροστατικές αλληλεπιδράσεις. Ως εκ 
τούτου, οι πρωτεΐνες αυτές θα πρέπει να είναι ιδιαίτερα συμπροσαρμοσμένες  (Blier 
et al. 2001). 
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Ο ΕΥΡΩΠΑΙΚΟΣ ΛΑΓΟΣ (Lepus europaeus Pallas, 1778) 
 
ΣΥΣΤΗΜΑΤΙΚΗ ΚΑΤΑΤΑΞΗ ΤΟΥ ΕΙΔΟΥΣ Lepus europaeus 
Βασίλειο: Ζώα 
Φύλο: Χορδωτά 
Υπο-φύλο: Σπονδυλωτά 
Κλάση: Θηλαστικά 
Τάξη: Λαγόμορφα 
Οικογένεια: Leporidae 
Γένος: Lepus 
Είδος: europaeus 
Από: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/taxonomy/ 
 
ΦΥΣΙΚΗ ΠΕΡΙΓΡΑΦΗ 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ο ευρωπαϊκός λαγός (Εικ.17) έχει συνολικό μήκος που κυμαίνεται από 60 έως 75 
cm και ζυγίζει από 3 έως 5 κιλά (Hall & Kelson, 1959, Peterson, 1966). Το χρώμα 
του είναι καστανόγκριζο έως γκρίζο καφέ, εκτός από την περιοχή της κοιλιάς που 
είναι γκρι-άσπρη. Το κεφάλι έχει καφέ αποχρώσεις με πιο ανοιχτόχρωμους κύκλους 
γύρω από τα μάτια. Έχει μακριά αυτιά, τα πίσω πόδια του είναι πιο μακριά από τα 
μπροστινά, ενώ τα πέλματά του καλύπτονται από παχύ τρίχωμα για να εμποδίζουν 
την ολίσθηση. Η ουρά, με μήκος συνήθως 7-11 cm, είναι μαύρη στο επάνω μέρος της 
και άσπρη στο κάτω. Η διάρκεια ζωής του φτάνει τα 7-8 χρόνια (Peterson, 1966, 
Bansfield, 1974). Επίσης, δεν έχει παρατηρηθεί αξιοσημείωτος διμορφισμός ανάμεσα 
στα δύο φύλα (Bansfield, 1974, Dragg, 1974). 
Εικόνα 17: Lepus europaeus 
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ΓΕΩΓΡΑΦΙΚΗ ΕΞΑΠΛΩΣΗ 
Ο ευρωπαϊκός λαγός συναντάται στο μεγαλύτερο τμήμα της Ευρώπης και ανατολικά 
της Μ. Ασίας έως την Κεντρική Ασία (Εικ. 18), (Lincoln, 1974, Broekhuizen & 
Maaskamp, 1980, Caillol & Meunier, 1989, Poli et al., 1991). Επίσης, έχει εισαχθεί 
στην Αμερική, Αυστραλία και Νέα Ζηλανδία (Lincoln, 1974, Caillol & Meunier, 1989, 
Bonino & Montenegro, 1997). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Με βάση φυλογενετικά δεδομένα του mtDNA και σε συνδυασμό με την ανάλυση του 
γονιδίου Cytb, προκύπτει η ύπαρξη τριών διαφορετικών απλοομάδων με πολύ καλά 
προσδιορισμένη κατανομή στην Ευρώπη και την Ανατολία. Πιο συγκεκριμένα, έχουμε 
την κεντρική ευρωπαϊκή απλοομάδα (Γαλλία, Γερμανία, Ελβετία, Δανία, κλπ), τη 
νότια ευρωπαϊκή (Ελλάδα, Βουλγαρία) και την ανατολική (Τουρκία, Κύπρος, Ισραήλ), 
(Stamatis et al.2009). 
 
 
 
Εικόνα 18: Παγκόσμια κατανομή του Lepus europaeus (από: Flux & Angermann, 1990). 
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ΑΝΑΠΑΡΑΓΩΓΗ 
Αν και ο ευρωπαϊκός λαγός είναι γενικά μοναχικό ζώο, κοινωνικοποιείται ιδιαίτερα 
κατά την περίοδο του ζευγαρώματος, κατά τη διάρκεια της οποίας επιδίδεται σε 
θεαματικά άλματα και μάχες διεκδικώντας το ταίρι του. Μέχρι πρόσφατα, αυτές οι 
μάχες, κατά τις οποίες ο ένας λαγός χτυπούσε τον αντίπαλο με τις πατούσες του, 
θεωρούνταν μια μορφή ανταγωνισμού μεταξύ των αρσενικών. Ωστόσο, μια πιο 
λεπτομερής παρακολούθηση έδειξε ότι πολλές φορές επρόκειτο για θηλυκά άτομα 
που χτυπούσαν αρσενικά είτε για να δείξουν πως δεν ήταν ακόμα έτοιμα για 
ζευγάρωμα είτε για να δοκιμάσουν την αποφασιστικότητα των αρσενικών. Η 
αναπαραγωγική περίοδος του λαγού είναι συνήθως εν μέσω χειμώνα και εν μέσω 
καλοκαιριού. Το θηλυκό γεννά τρεις ως τέσσερις φορές το χρόνο, έπειτα από 
κυοφορία 30-40 ημερών. Η τελευταία κυοφορία συνήθως είναι στο τέλος του 
καλοκαιριού (Peterson, 1966, Bansfield, 1974, Bonino & Montenegro, 1997). 
 
 
ΚΙΝΔΥΝΟΙ 
Ο ευρωπαϊκός λαγός αποτελεί θήραμα πολλών αρπακτικών και για αυτό το λόγο 
θεωρείται αρκετά σημαντικός οικολογικός παράγοντας σταθερότητας του 
οικοσυστήματος. Τον κυνηγούν σχεδόν όλα τα σαρκοφάγα, όπως ο λύκος,  ο σκύλος, 
το κουνάβι, η αλεπού και ο άνθρωπος αλλά και τα αρπακτικά πτηνά, όπως οι αετοί 
και τα γεράκια (Peterson, 1966, Bansfield, 1974). Ο λαγός αμύνεται τρέχοντας, 
χρησιμοποιώντας ταυτόχρονα ταχύτατους ελιγμούς για να διαφύγει ή μένοντας 
κρυμμένος στο έδαφος. Ο πληθυσμός του παρουσιάζει έντονες και ακανόνιστες 
αυξομειώσεις που μπορεί να οφείλονται σε κλιματικούς παράγοντες, αλλά και σε 
παράγοντες όπως ο  ανταγωνισμός για την εξεύρεση τροφής, η θήρευση και 
διάφορες ασθένειες. Οι παραπάνω λόγοι έχουν ως αποτέλεσμα αφ’ ενός τη μείωση 
του ρυθμού της αναπαραγωγής και αφ’ ετέρου την ελάττωση της αντοχής και της 
προσαρμοστικότητας τους σε ασθένειες (Smith & Johnston, 2008). 
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ΕΡΕΥΝΗΤΙΚΗ ΣΗΜΑΣΙΑ 
Ο ευρωπαϊκός λαγός αποτελεί ένα κυρίαρχο στοιχείο της πανίδας των ανοικτών 
εκτάσεων με ιδιαίτερη οικονομική σημασία, διότι αποτελεί ένα από τα πιο δημοφιλή 
θηράματα στην Ευρώπη και ιδιαίτερα στη Βαλκανική χερσόνησο και την Ελλάδα. Η 
εκτεταμένη κατανομή του και το γεγονός ότι ανταποκρίνεται ταχύτατα στις αλλαγές 
ενδιαιτημάτων του το καθιστούν ένα είδος-μοντέλο μέσω του οποίου μπορούμε να 
εξάγουμε χρήσιμα συμπεράσματα για τη συμπεριφορά, τη βιολογία και την 
πληθυσμιακή δομή των άγριων πληθυσμών πολλών θηλαστικών.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
27 
 
ΑΝΤΙΚΕΙΜΕΝΟ ΜΕΛΕΤΗΣ 
Εξελικτική μελέτη μιτοχονδριακού DNA σε απομονωμένους πληθυσμούς Lepus 
europaeus, από Ευρώπη (Ελλάδα, Γερμανία, Γαλλία), Κύπρο και Ασία (Τουρκία, 
Ισραήλ, Β.Ισραήλ). Όπως έχουν δείξει προγενέστερες μελέτες οι πληθυσμόι αυτοί 
αντιστοιχούν στην Ευρωπαϊκή, Νότια ευρωπαϊκή και Ανατολική φυλογεωγραφική 
απλοομάδα. Επιλέχθηκαν δυο μιτοχονδριακά γονίδια που συμμετέχουν στην 
οξειδωτική φωσφορυλίωση, τα ND3 και ND6, τα οποία συνεργάζονται με προϊόντα 
γονιδίων του πυρηνικού DNA για την δημιουργία του συμπλόκου της πρώτης 
υπομονάδας (Complex 1 ή NADH-δεϋδρογονάση) που καταλύει τη μεταφορά 
ηλεκτρονίων από το NADH στο συνένζυμο Q-10, της οξειδωτικής φωσφορυλίωσης 
στο μιτοχόνδριο (OXPHOS). Πραγματοποιήθηκε αλληλούχιση και νουκλεοτιδική 
ανάλυση, αμινοξική ανάλυση και φυλογενετική ανάλυση μεταξύ των δειγμάτων, με 
σκοπό να προσδιοριστούν οι σχέσεις μεταξύ τους και μεταξύ πληθυσμών από 
διαφορετικές γεωγραφικές περιοχές. Τέλος, έγινε προσπάθεια να προσδιοριστεί η 
καταλληλότητα των συγκεκριμένων γονιδίων ως μοριακοί δείκτες για την εξαγωγή 
χρήσιμων φυλογενετικών και φυλογεωγραφικών. 
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ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 
ΑΠΟΜOΝΩΣΗ DNA  
Για τη μελέτη των απλοτύπων του μιτοχονδριακού DNA, που χρησιμοποιήθηκαν για 
την φυλογενετική ανάλυση, είναι απαραίτητο σαν πρώτο βήμα να απομονωθεί από τα 
κύτταρα το γενετικό υλικό, το οποίο περιλαμβάνει το γενωμικό και το μιτοχονδριακό 
DNA. Στην παρούσα μελέτη απομονώθηκε DNA σύμφωνα με το πρωτόκολλο TNES-
Urea Buffer (Asahida et al. 1996 Fisheries Science 62(5):727-730), με 
κατάλληλες τροποποιήσεις. Τα διαλύματα που χρησιμοποιήθηκαν είναι τα εξής : 
 
  Για 200ml Τελικές Συγκεντρώσεις 
Tris 2 ml of 1M pH 7.5 10 mM 
NaCl 5 ml of 5 M 125 mM 
EDTA-
2Na 
2 ml of 0.5 M pH 
7.5 
10 mM 
SDS 10 ml of 10% 0.5% 
Urea 48.05 g 4 M 
 
Για κάθε απομόνωση χρησιμοποιήθηκαν 50-100 mg ιστού και ακολουθήθηκαν οι 
εξής πειραματικές διαδικασίες : 
1. Τοποθετούμε τον ιστό ιδιαίτερα τεμαχισμένο σε σωλήνα Eppendorf του 1,5ml 
και προσθέτουμε 650μl TNES-Urea buffer, περιέχει 1% SDS το οποίο είναι 
απορρυπαντικό, καταστρέφει τις πρωτεΐνες και δημιουργεί οπές στις 
μεμβράνες.  
2. Προσθέτουμε 10μl από 20mg/ml πρωτεϊνάσης Κ για την πέψη πρωτεϊνών και 
την αναστολή της δράσης των DNAaσών. 
3. Πραγματοποιούμε έντονη ανάδευση με χρήση Vortex και τοποθετούμε το 
δείγμα στο φούρνο στους 54°C για περίπου 1h, σε αναδευόμενη βάση, είτε 
πραγματοποιώντας ανάδευση με Vortex ανά 15’ περίπου.  
4. Προσθέτουμε 350μl φαινόλη και 350μl χλωροφόρμιο, τα οποία διαχωρίζουν 
το DNA από τις πρωτεΐνες και τα λιπίδια, δημιουργώντας 3 διακριτές φάσεις. 
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Αναδεύουμε έντονα και φυγοκεντρούμε για 10’ στις 13000 στροφές στους 
4°C. 
5. Παίρνουμε την υδατική φάση (υπερκείμενο) του δείγματος και την 
τοποθετούμε σε νέο Eppendorf και προσθέτουμε 700μl χλωροφόρμιο, το 
οποίο απομακρύνει την εναπομείνουσα φαινόλη.  
6. Αναδεύουμε έντονα και φυγοκεντρούμε για 10’ στις 13000 στροφές στους 
4°C. 
7. Παίρνουμε την υδατική φάση (υπερκείμενο) του δείγματος και την 
τοποθετούμε εκ νέου σε νέο Eppendorf. 
8. Κατακρήμνιση DNA προσθέτοντας 2 όγκους αιθανόλη 100% και 1/10 όγκο 
οξικό νάτριο (NaOAc 3M, pH 5,3). Αναδεύουμε ελαφρά και παρατηρούμε 
ινίδια DNA. 
9. Τοποθετούμε στους -20°C για περίπου 20’. 
10. Φυγοκεντρούμε για 10’ στις 13000 στροφές στους 4°C. 
11. Απομακρύνουμε το υπερκείμενο (;) και προσθέτουμε 1000μl αιθανόλη 70%, 
καθώς το DNA είναι αδιάλυτο στην αιθανόλη. 
12. Φυγοκεντρούμε για 5’ στις 13000 στροφές στους 4°C. 
13. Αναδιάλυση του DNA σε 100μl ddH2O και επώαση στους 65 °C για 1h.   
 
ΠΡΟΣΔΙΟΡΙΣΜΟΣ ΣΥΝΟΛΙΚΗΣ ΠΟΣΟΤΗΤΑΣ DNA ΑΝΑ ΔΕΙΓΜΑ 
Μετά το πέρας της απομόνωσης του DNA ελέγχεται ποιοτικά και ποσοτικά είτε με 
φωτομέτρηση είτε με ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης 1% w/v.  
Η φωτομέτρηση πραγματοποιείται μετά από αραίωση 1μl διαλύματος DNA σε 49μl 
ddH2O. Οι τιμές της απορρόφησης στα 260nm ανάγονται σε συγκέντρωση DNA η 
οποία ενδείκνυται να είναι πάνω από 150ng/μl. Ο λόγος της τιμής της απορρόφησης 
στα 260nm προς την αντίστοιχη τιμή στα 280nm είναι ένας δείκτης καθαρότητας 
του DNA που αναμένεται να έχει τιμή περίπου 2 σε κατάλληλα για χρήση δείγματα. 
Η ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης θα περιγραφεί παρακάτω. 
 
ΑΛΥΣΙΔΩΤΗ ΑΝΤΙΔΡΑΣΗ ΠΟΛΥΜΕΡΑΣΗΣ (PCR) 
Για την ενίσχυση των τμημάτων του μιτοχονδριακού complex I, συγκεκριμένα της 
NADH δεϋδρογονάσης 3 (ND3) και της NADH δεϋδρογανάσης 6 (ND6) 
πραγματοποιήθηκε αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (PCR).  
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Η αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης είναι μία μέθοδος που επιτρέπει την παραγωγή 
in vitro από κάποιο μίγμα DNA ενός εξαιρετικά μεγάλου αριθμού αντιγράφων μίας 
συγκεκριμένης αλληλουχίας. 
Για την αντίδραση χρησιμοποιείται ένα κατάλληλο ζεύγος εκκινητών (primers), οι 
οποίοι είναι συνθετικά μονόκλωνα ολιγονουκλεοτίδια μήκους περίπου 20 
νουκλεοτιδίων. Οι εκκινητές προσδένονται εκατέρωθεν της αλληλουχίας-στόχου, ο 
ένας στη μία αλυσίδα και ο άλλος στην άλλη, με βάση τους κανόνες 
συμπληρωματικότητας. Στη συνέχεια η θερμοανθεκτική DNA πολυμεράση, η Taq, 
παρουσία ιόντων μαγνησίου, πραγματοποιεί την αντίδραση πολυμερισμού 
τοποθετώντας κάθε φορά το συμπληρωματικό από τα τέσσερα τριφωσφορικά 
δεοξυριβονουκλεοτίδια (dATP, dCTP, dGTP και dTTP), στο 3' άκρο της 
νεοσυντιθέμενης αλυσίδας. Η διαδικασία αυτή επαναλαμβάνεται πολλές φορές, με 
αποτέλεσμα η αλληλουχία-στόχος στο τέλος της μεθόδου να υπάρχει σε εκατομμύρια 
αντίτυπα. 
 
Κάθε κύκλος PCR περιλαμβάνει τα εξής στάδια: 
 Αποδιάταξη: Με θέρμανση στους 94ο-95οC το δίκλωνο DNA που περιέχει 
την αλληλουχία που πρέπει να ενισχυθεί αποδιατάσσεται. 
 Υβριδοποίηση εκκινητών: Οι εκκινητές προσδένονται στις αποδιατεταγμένες 
αλυσίδες του DNA. Η θερμοκρασία της φάσης αυτής ποικίλλει, ανάλογα με το 
μέγεθος και την περιεκτικότητα των εκκινητών σε C, G, A, T (37ο-65οC). 
 Επιμήκυνση εκκινητών: Συντίθεται DNA με επιμήκυνση από την Taq 
πολυμεράση των υβριδισμένων εκκινητών με κατεύθυνση 5’->3’, 
χρησιμοποιώντας τα τριφωσφορικά δεοξυριβονουκλεοτίδια και έχοντας ως 
εκμαγείο τις μονόκλωνες αλυσίδες του DNA.  
 
Για την PCR χρησιμοποιήθηκαν οι εξής εκκινητές: 
Εκκινητής Αλληλουχία 
ND3 fw 5’-ACT-AGT-ACA-TCT-GAC-TTC-C-3’ 
ND3 rv 5’-TAC-CAT-AGT-CTA-ATG-AGT-CG-3’ 
  
ND6 fw 5’-AAT-CTC-CAT-GCT-CTT-AGC-C-3’ 
ND6 rv 5’-CAT-TAG-TCA-TGG-TTA-GAG-TC-3’ 
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Η σύσταση των διαλυμάτων των αντιδράσεων περιγράφεται στον Πίνακα 2. 
 
Πίνακας 1 : Συστατικά αντίδρασης PCR για ND3 και ND6 
Συστατικά αντιδρασης PCR ND3 ND6 
Εκμαγείο DNA  1μl* 0,5μl* 
dNTPs (10mM each) 1 μl 1 μl 
MgCl2 (50mM) 2 μl 2 μl 
Buffer 10x 5 μl 5 μl 
Εκκινητής Fw 50pmol/μl 1 μl 1 μl 
Εκκινητής Rv 50pmol/μl 1 μl 1 μl 
Taq DNA Polymerase 5 U/μl 0,2 μl 0,2 μl 
ddH2O 38,8 μl 39,3 μl 
Συνολικός όγκος 50 μl 50 μl 
 
*προϊόν από αραίωση 1μl DNA/9μl ddH2O 
 
Οι συνθήκες ενίσχυσης του τμήματος του γονιδίου ND3 είναι: 
Αρχική αποδιάταξη : 95ο C για 4 min 
Αποδιάταξη: 95 ο C για 40 sec                            
Υβριδοποίηση: 53ο C για 40 sec                   35 κύκλοι 
Επιμήκυνση: 72 ο C για 45 sec 
Τελική επιμήκυνση: 72 ο C για 10 min 
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Ομοίως για το γονίδιο ND6: 
Αρχική αποδιάταξη : 95ο C για 4 min 
Αποδιάταξη: 95 ο C για 40 sec                            
Υβριδοποίηση: 53ο C για 40 sec                   35 κύκλοι 
Επιμήκυνση: 72 ο C για 45 sec 
Τελική επιμήκυνση: 72 ο C για 10 min 
 
Λόγω εξάντλησης των PCR προϊόντων κατά τη διάρκεια του πειράματος 
πραγματοποιήθηκε Nested PCR, για την ενίσχυση των PCR προϊόντων των γονιδίων 
ND3 και ND6 σε συνθήκες:  
Αρχική αποδιάταξη : 95ο C για 1 min 
Αποδιάταξη: 95 ο C για 40 sec                            
Υβριδοποίηση: 53ο C για 40 sec                  20 κύκλοι 
Επιμήκυνση: 72 ο C για 40 sec 
Τελική επιμήκυνση: 72 ο C για 10 min 
 
Τα PCR προϊόντα ηλεκτροφορήθηκαν στη συνέχεια σε πηκτή αγαρόζης.  
 
 
ΗΛΕΚΤΡΟΦΟΡΗΣΗ ΣΕ ΠΗΚΤΗ ΑΓΑΡΟΖΗΣ 
Η ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης χρησιμοποιείται για το διαχωρισμό τμημάτων 
DNA ανάλογα με το μέγεθος τους.  Το μέγεθος των τμημάτων εκτιμάται με βάση 
κάποιο μάρτυρα μοριακών μεγεθών τμημάτων DNA (ladder). Ο διαχωρισμός των 
τμημάτων επηρρεάζεται και από την συγκέντρωση της πηκτής αγαρόζης. Όσο πιο 
μεγάλη η συγκέντρωση της αγαρόζης στο πήκτωμα, τόσο καλύτερος διαχωρισμός 
προκύπτει, ιδιαίτερα σε κοντινά σήματα. Σε μεγαλύτερες συγκεντρώσεις αγαρόζης 
πραγματοποιείται πιο αργός διαχωρισμός. Τα διαλύματα που χρησιμοποιούνται για 
την τεχνική αυτή είναι τα εξής: 
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TAE 50x (500ml) 
Tris Base 121gr 
Acetic Acid 28,5ml 
EDTA 0,5M 50ml 
ddH2O έως τα 500ml 
 
Loading buffer 6x (10ml)  
Bromophenol blue 1ml 1% w/v 
TBE 20x 0,5ml  
 Glycerol 5ml 
ddH2O  έως τα 10ml 
 
Αρχικά παρασκευάζουμε διάλυμα ΤΑΕ 1x αραιώνοντας το διάλυμα stock 50x (20ml 
σε τελικό όγκο 1lt). Για την προετοιμασία της πηκτής διαλύουμε 0,6gr αγαρόζης σε 
35ml TAE 1x (τελική συγκέντρωση 2% w/v) με θέρμανση και προσθέτουμε 4μl 
βρωμιούχου αιθιδίου (EtBr 10mg/ml). Η συγκέντρωση της πηκτής αγαρόζης 
διαφοροποιείται ανάλογα με το μέγεθος των τμημάτων DNA που πρέπει να 
διαχωριστούν. Το βρωμιούχο αιθίδιο προστίθεται για να είναι εμφανείς οι ζώνες του 
DNΑ κατά την παρατήρηση της πηκτής υπό  υπεριώδες φως, καθώς παρεμβάλλεται 
στα μόρια του DNA. Η πηκτή αγαρόζης ως ηλεκτροφορητικό υλικό αποτελείται από 
πυκνό δίκτυο ουδέτερων πολυσακχαριτών (επαναλαμβανόμενων μονάδων αγαρόζης), 
των οποίων οι αλυσίδες σχηματίζουν πόρους κατά το σχηματισμό της πηκτής. Η 
πηκτή πολυμερίζεται σε θερμοκρασία περίπου 100°C δημιουργώντας ένα κολλοειδές 
διάλυμα το οποίο τοποθετείται σε ειδικό καλούπι και αφού το ψυχράνουμε ελαφρά, 
πήζει σε θερμοκρασία μικρότερη των 45°C. Η πηκτή αγαρόζης, λόγω των μεγάλων 
πόρων που σχηματίζονται κατά τον πολυμερισμό, αποτελεί ένα ικανοποιητικό 
ηλεκτροφορητικό υλικό που δεν εμποδίζει στερεοχημικά την ελεύθερη μετακίνηση 
των βιομακρομορίων. Για την ηλεκτροφόρηση των δειγμάτων απαιτείται η προσθήκη 
loading buffer σε αυτά. Σε 5μl PCR προϊόντος προστίθενται 3μl loading buffer.  
Μαζί με τα δείγματα ηλεκτροφορείται και ένας μάρτυρας μεγέθους τμημάτων DNA. 
Η ηλεκτροφόρηση πραγματοποιείται στα 100 volts. Το DNA, σε ουδέτερο pH, είναι 
αρνητικά φορτισμένο, λόγω των φωσφορικών ομάδων του, οπότε τα μόρια DNA 
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μετακινούνται, κατά την ηλεκτροφόρηση προς την άνοδο, με ταχύτητα αντιστρόφως 
ανάλογη του λογάριθμου του αριθμού των βάσεών τους. Τα μικρότερα μόρια DNA, 
μετακινούνται μέσα στο πήκτωμα πιο γρήγορα από τα μεγαλύτερα κι έτσι 
επιτυγχάνεται ο διαχωρισμός μορίων διαφορετικού μεγέθους. Επειδή το πήκτωμα 
εμποδίζει την τυχαία διάχυση των μορίων, τα μόρια διαφορετικού μήκους 
διαχωρίζονται σε «ζώνες» και γίνονται ορατά λόγω του βρωμιούχου αιθιδίου. Έτσι, 
μπορεί να ανιχνευθεί ακόμα και ποσότητα 1ng DNA με άμεση εξέταση του 
πηκτώματος κατόπιν διέγερσης από U.V. ακτινοβολία. και ακολουθεί παρατήρηση 
της πηκτής  σε λάμπα υπεριώδους φωτός. 
Η ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης πραγματοποιείται για την ποσοτικοποίηση και 
τον έλεγχο της ποιότητας των προϊόντων PCR που χρησιμοποιήσαμε σε περαιτέρω 
πειράματα για την ανάλυση των πολυμορφισμών.  
 
 
ΑΝΑΛΥΣΗ ΠΟΛΥΜΟΡΦΙΣΜΟΥ ΔΙΑΜΟΡΦΩΣΗΣ ΜΟΝΟΚΛΩΝΗΣ ΑΛΥΣΙΔΑΣ 
(Single Strand Conformation Polymorphism) 
Η μέθοδος βασίζεται στην αρχή ότι η 2οταγής δομή του μονόκλωνου DNA που 
οφείλεται σε ενδομοριακές αλληλεπιδράσεις είναι χαρακτηριστική της συγκεκριμένης 
αλληλουχίας του μορίου του DNA. Η διαμόρφωση των μορίων DNA που διαφέρουν 
έστω και κατά 1 βάση είναι διαφορετική και μετακινούνται με διαφορετική ταχύτητα 
σε πήκτωμα ακρυλαμιδίου χωρίς αποδιατακτικές ουσίες. 
Η περιοχή που πρέπει να ελεγχθεί για ύπαρξη σημειακών μεταλλάξεων ενισχύεται 
με PCR και μετά από αποδιάταξη σε υψηλή θερμοκρασία ηλεκτροφορείται σε πήκτωμα 
πολυακρυλαμιδίου, χρησιμοποιώντας συσκευή κάθετης ηλεκτροφόρησης. 
Η ανάλυση SSCP αποτελείται από τρία στάδια: την αποδιάταξη των προϊόντων της 
PCR, την ηλεκτροφόρηση σε πηκτή πολυακρυλαμίδης και τη χρώση της πηκτής.  
Για την αποδιάταξη των τμημάτων DNA χρησιμοποιείται αποδιατακτικό διάλυμα: 
Αποδιατακτικό διάλυμα 
Formamide 95% 
Bromophenol blue 0,05% 
Xylene Cyanol 0,05% 
NaOH 10 mM 
 
 
 
 
35 
 Σε 5-7μl προϊόντος PCR (ανάλογα με τη συγκέντρωσή του) προστίθενται 10μl 
αποδιατακτικού διαλύματος και τα δείγματα αποδιατάσσονται για 7’ στους 
99οC. Τα μονόκλωνα τμήματα που προκύπτουν από την αποδιάταξη 
διατηρούνται σε αυτήν την κατάσταση τοποθετώντας τα δείγματα στον πάγο. 
 
Για την παρασκευή των πηκτών πολυακρυλαμίδης χρησιμοποιήθηκαν τα ακόλουθα 
διαλύματα :  
TBE 10x (2lt) 
Tris Base 0,5 M 
Boric acid 0,04 M 
EDTA 0,02 M 
ddH2O έως τα 2lt 
 
Διάλυμα ακρυλαμίδης 6,7%: 75ml 
Ακρυλαμίδη 4,8gr 
Bis-acrylamide 0,2gr 
Glycerol 50% 6ml 
TBE (10x) 5ml 
ddH20 έως τα 75ml  
 
APS 20% w/v: 400μl 
Ammonium Persulfate 2gr 
ddH2O έως τα 10ml 
 
TEMED (Tetramethylethylenediamine): 70μl 
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 Για την παρασκευή των πηκτών διαλύεται με ανάδευση σε ογκομετρικό 
κύλινδρο το διάλυμα της πολυακρυλαμίδης. Στη συνέχεια διηθείται σε νέο 
ογκομετρικό για την αποφυγή μεταφοράς αδιάλυτων συσσωματωμάτων στην 
τελική πηκτή.  
 
 Προστίθενται τα APS και TEMED, ακολουθεί γρήγορη ανάδευση, μεταφορά 
του στη συσκευή κάθετης ηλεκτροφόρησης και αναμονή μέχρι την πήξη. 
 
 Μετά την πήξη προστίθενται τα αποδιαταγμένα PCR προϊόντα. 
 
 Ακολουθεί ηλεκτροφόρηση των PCR προϊόντων στην πηκτή πολυακρυλαμίδης 
για 24h, στα 250volt, στους 4°C, σε ρυθμιστικό buffer TBE 0,5x. 
  
 
Χρώση των πηκτών πολυακρυλαμίδης με νιτρικό άργυρο 
Μετά την ηλεκτροφόρηση, για να παρατηρηθούν οι ζώνες που προέκυψαν πρέπει οι 
πηκτές να χρωματιστούν με νιτρικό άργυρο. Η ουσία αυτή προσδένεται στο DNA και 
σε βασικό περιβάλλον αντιδρά με τη φορμαλδεϋδη. Από την αντίδραση παρατηρείται 
καφέ χρωματισμός των σημείων του πηκτώματος όπου βρίσκεται το DNA. 
(Sambrook et al, 2000).  Για τη χρώση χρησιμοποιούνται τα εξής διαλύματα : 
 
Διάλυμα 1 (400ml) 
EtOH 2% 
Acetic Acid 0,125% 
ddH2O ως τα 400ml 
 
 
Διάλυμα 2 (200ml) 
Διάλυμα AgNO3 1gr/lt 
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Διάλυμα 3 (200ml) 
NaOH 0,015 M 
NaBH4 50 μM 
Formaldehyde 0,2% 
ddH2O έως τα 200ml 
 
 Στο πρώτο στάδιο της χρώσης, η πηκτή εμβαπτίζεται σε 200ml του 
διαλύματος 1 και αναδεύεται για 3’. Το διάλυμα 1 απομακρύνεται και η 
διαδικασία επαναλαμβάνεται. Ακολουθεί πλύση της πηκτής με ddH2O για 1’ 
υπό ανάδευση.  
 Στο δεύτερο στάδιο προστίθεται το διάλυμα νιτρικού αργύρου και η πηκτή 
επωάζεται για 15’ υπό ανάδευση. Στη συνέχεια πραγματοποιούνται 2 πλύσεις 
με ddH2O, διάρκειας 1’ η κάθε μία, υπό ανάδευση.  
 Στο τρίτο και τελευταίο στάδιο προστίθεται το διάλυμα 3 και 
πραγματοποιείται ανάδευση μέχρι να εμφανιστούν ευδιάκριτες ζώνες στην 
πηκτή.  
 
 
ΑΛΛΗΛΟΥΧΗΣΗ ΚΑΙ ΑΝΑΛΥΣΗ ΑΛΛΗΛΟΥΧΙΩΝ 
Τα PCR προϊόντα που επιλέγονται να σταλθούν για αλληλούχηση υφίσταται 
καθαρισμό με τη χρήση κατάλληλου Kit (PureLink PCR Purification Kit, Invitrogen) 
προς απομάκρυνση τυχόν παραπροϊόντων και στη συνέχεια αποστέλλονται σε 
εταιρίες που αναλαμβάνουν να πραγματοποιήσουν την αλληλούχηση της 
νουκλεοτιδικής αλληλουχίας. Τα αποτελέσματα λαμβάνονται με τη μορφή 
χρωματογραφήματος, μέσω του οποίου μπορούμε να εξάγουμε την αλληλουχία. 
Η τεχνική της αλληλούχησης σήμερα βασίζεται σε μια παραλλαγή της μεθόδου 
Sanger. Η αλληλούχηση γίνεται σε μια αντίδραση, όπου κάθε ένα από τα τέσσερα 
ddNTPs (ddATP, ddGTP, ddCTP, ή ddTTP) σημαίνεται με διαφορετική φθορίζουσα 
χρωστική, οπότε και εκπέμπουν σε διαφορετικό μήκος κύματος. Έτσι με τη χρήση 
 
 
 
 
38 
ενός ανιχνευτή laser, καταγράφεται ο φθορισμός και τελικά λαμβάνεται η 
αλληλουχία, με τη μορφή χρωματογραφήματος. 
Η ανάλυση των χρωματογραφημάτων της αλληλούχησης πραγματοποιείται με τη 
χρήση του προγράμματος BioEdit. Η αλληλούχηση των δειγμάτων του ND3 γονιδίου 
έγινε με τη χρήση και των δύο εκκινητών (forward, reverse), ενώ των δειγμάτων 
του ND6 γονιδίου με τη χρήση μόνο του forward εκκινητή. 
Για τη σύγκριση των αλληλουχιών και τον εντοπισμό διαφορών μεταξύ τους, την 
ανάλυση της αμινοξικής τους αλληλουχίας, καθώς επίσης για την απεικόνιση των 
αποτελεσμάτων της σύγκρισης μέσω φυλογενετικού δέντρου και τον προσδιορισμό 
των γενετικών αποστάσεων ανάμεσα στα διάφορα άτομα, αλλά και στις ομάδες που 
προκύπτουν, χρησιμοποιείται το πρόγραμμα MEGA 6.06. Με τη χρήση αυτού του 
προγράμματος, είναι δυνατή η πολλαπλή ομοπαράθεση των αλληλουχιών, η στοίχισή 
τους και η εύρεση των πολυμορφικών και συντηρημένων θέσεων. Το πρόγραμμα 
προσφέρει την δυνατότητα της κατασκευής φυλογενετικού δέντρου με το επιθυμητό 
μοντέλο (General Reversible Mitochondrial (mtREV), Maximum Likelihood, 
Nearest-Neighbor-Interchange (NNI), Neighbor-Joining (NJ)), όπως και τον 
έλεγχο bootstrap (500) για το κατασκευασμένο δέντρο, ο οποίος είναι ενδεικτικός 
για την αξιοπιστία των δέντρων που προκύπτουν.  
Συνοπτικά, οι μέθοδοι για κατασκευή εξελικτικών δέντρων αναλύονται σε δύο 
ομάδες, την κατηγορία μητρών απόστασης (distance matrix methods), με 
συνηθέστερες τη Neighbor joining και τη UPGMA, και την κατηγορία που βασίζεται 
στην παρουσία/απουσία πληροφοριακών χαρακτήρων που απαρτίζεται από τις 
μεθόδους μέγιστης φειδωλότητας (maximum parsimony) και μέγιστης πιθανοφάνειας 
(máximum likelihood). 
Η μέθοδος συσχέτισης μη σταθμισμένων ομάδων ανά ζεύγη με αριθμητικούς μέσους 
όρους (UPGMA: unweighted pair group method with arithmetic averages) είναι η 
πιο απλή και προϋποθέτει σταθερούς ρυθμούς εξέλιξης μεταξύ των γενεαλογικών 
γραμμών. Έτσι υπάρχει γραμμική σχέση μεταξύ των εξελικτικών αποστάσεων και του 
χρόνου διάσπασης . 
Αντίθετα, η μέθοδος σύνδεσης γειτόνων (ΝJ: neighbor joining) δε βασίζεται σε 
ίσους ρυθμούς εξέλιξης των αλληλουχιών DNA των υπό διερεύνηση γενεαλογικών 
γραμμών. Η μέθοδος Neighbor-Joining χρησιμοποιήθηκε σε αυτή την εργασία. 
Η μέθοδος μέγιστης φειδωλότητας, βασίζεται στην αρχή της αξιοποίησης των 
μικρότερων εξελικτικών αλλαγών που απαιτούνται για την αιτιολόγηση των 
διαφορών που παρατηρούνται μεταξύ των ταξινομικών μονάδων (ξυράφι του Όκαμ). 
(Οι θέσεις διακρίνονται σε πληροφοριακές και μη) 
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Η μέθοδος μέγιστης πιθανοφάνειας  είναι μια πιο πολύπλοκη διερευνητική μέθοδος 
που είτε χρησιμοποιεί αλγόριθμους που βασίζονται σε ίσους ρυθμούς εξέλιξης 
(μονοπαραμετρικό μοντέλο), είτε άλλα μοντέλα που θεωρούν πως οι ρυθμοί εξέλιξης 
μεταξύ των ταξινομικών μονάδων διαφέρουν. Ανάλογα με τον αλγόριθμο που θα 
επιλεχθεί, υπολογίζεται η πιθανότητα των παρατηρούμενων δεδομένων με βάση τη 
μέγιστη πιθανοφάνεια και η καλύτερη εκτίμηση της φυλογένειας εξάγεται από το 
δέντρο που μεγιστοποιεί αυτήν την πιθανότητα. Η μέθοδος μέγιστης πιθανοφάνειας 
χρησιμοποιήθηκε σε αυτή την εργασία.  
Ο γενικός κανόνας για το έλεγχο της αξιοπιστίας των φυλογενετικών δέντρων είναι 
ότι, αν από τη μια ομάδα δεδομένων προκύπτει το ίδιο δέντρο (ή πανομοιότυπα 
δέντρα) μετά από ανάλυση με δυο ή τρεις διαφορετικές μεθόδους κατασκευής 
δέντρων, τότε αυτό το δέντρο μπορεί να θεωρηθεί αρκετά αξιόπιστο. Είναι επίσης 
πιθανό διαφορετικά τμήματα των δέντρων να προσδιοριστούν με διαφορετικό βαθμό 
εμπιστοσύνης. Οι δοκιμασίες bootstrap επιτρέπουν την κατά προσέγγιση εκτίμηση 
αυτού του βαθμού εμπιστοσύνης με ποσοτικό τρόπο. Η διαδικασία μιας δοκιμασίας 
bootstrap είναι απλή: ένα υποσύνολο των αρχικών δεδομένων επιλέγεται με τυχαίο 
τρόπο από την αρχική ομάδα δεδομένων και κατασκευάζεται ένα δέντρο με τα 
δεδομένα αυτού του υποσυνόλου. (Αλαχιώτης, 2007) 
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ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 
ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ DNA  
Η απομόνωση DNA παρείχε υψηλής ποιότητας DNA, με τιμές συγκέντρωσης κατά 
μέσο όρο 300 ng/μl και τιμές Α260/Α280 κοντά στο 1,8. Η ηλεκτροφόρηση του DNA 
σε πηκτή αγαρόζης 1% εμφάνισε 2 διακριτές ζώνες : η μια ζώνη βρίσκεται ψηλότερα 
και είναι το πυρηνικό DNA, το οποίο είναι μεγάλου μεγέθους και εμφανίζεται 
περίπου μέσα στο πηγάδι της πηκτής, και η δεύτερη ζώνη, εμφανίζεται χαμηλότερα 
και είναι το μιτοχονδριακό DNA, το οποίο είναι περίπου 16 kbp (Εικ. 19).  
 
 
 
 
 
 
 
Τα δείγματα από τα οποία απομoνώθηκε το προς μελέτη DNA, ήταν ιστοί από 
απομονωμένους πληθυσμούς λαγών Lepus europaeus που προήλθαν από την 
Ελλάδα, τη Γερμανία, τη Γαλλία, την Κύπρο, τη Τουρκία, το Ισραήλ και περιοχές του 
βόρειου Ισραήλ. 
Πιο συγκεκριμένα τα δείγματα παρουσιάζονται στον πίνακα που ακολουθεί: 
Cyprus 1 Cyprus 21 Israel 1 Greece 2 Germany 25 
Cyprus 2 Cyprus 22 Israel 2 Greece 3 Germany 26 
Cyprus 3 Cyprus 23 Israel 3 Greece 4 Germany 27 
Cyprus 6 Cyprus 24 Israel 4 Greece 5 France 1 
Cyprus 7 Cyprus 25  Israel 5 Greece 6 France 2 
Cyprus 8 Cyprus 26 Israel 6 Greece 7 France 3 
Cyprus 11 Cyprus 27 Turkey 1 Greece 8  France 5 
Cyprus 12 Cyprus 28 Turkey 2 Greece 9 France 6 
Cyprus 14 Cyprus 29 Turkey 3 Germany 1 France 7 
Cyprus 15 Cyprus 30 Turkey 4 Germany 2 France 8 
Cyprus 16 N.Israel 1 Turkey 5 Germany 3 France 9 
Cyprus 17 N.Israel 2 Turkey 6 Germany 4 France 10 
Cyprus 18 N.Israel 3 Turkey 7 Germany 5 France 12 
Cyprus 19 N.Israel 4 Turkey 8 Germany 23  
Cyprus 20 N.Israel 5 Greece 1 Germany 24 
Εικόνα 19: Ηλεκτροφόρηση απομoνωμένου DNA. Η πρώτη ζώνη αντιστοιχεί στο πυρηνικό DNA, ενώ η 
δεύτερη πιο ευδιάκριτη ζώνη στο mtDNA. 
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ΑΛΥΣΙΔΩΤΗ ΑΝΤΙΔΡΑΣΗ ΠΟΛΥΜΕΡΑΣΗΣ (PCR) 
Με τη χρήση των εκκινητών που αναφέρθηκαν στο κεφάλαιο «υλικά και μέθοδοι», 
ενισχύθηκαν τα γονίδια ND3 και ND6 του μιτοχονδριακού DNA. Για την επαλήθευση 
της επιτυχίας της μεθόδου, πραγματοποιήθηκε ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης 
2%, στην οποία ηλεκτροφορήθηκαν τα προϊόντα PCR παρουσία ενός μάρτυρα 
τμημάτων γνωστού μοριακού βάρους (ladder), για να υπολογιστεί το μήκος του 
τμήματος που ενισχύθηκε (Εικ. 20). 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Τα γονίδια ND3 και ND6 φαίνεται να παρουσιάζουν διαφορετικό μήκος του τμήματος 
της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας που ενισχύθηκε. Με βάση το μάρτυρα που 
χρησιμοποιήθηκε το τμήμα του ND3 φαίνεται να έχει μέγεθος περίπου 400 ζεύγη 
βάσεων, ενώ το τμήμα του ND6 γονιδίου φαίνεται να κυμαίνεται στα περίπου 550 
ζεύγη βάσεων. 
 
 
 
Εικόνα 20: ηλεκτροφόρηση PCR προϊόντων παρουσία ladder, εμφανίζονται ενδεικτικά για το ND3 
γονίδιο τα δείγματα Cyprus 3, N.Israel 1, Greece 5, Turkey 4 και Germany 3. Για το ND6 
ενδεικτικά παρουσιάζονται τα δείγματα Israel 1, Greece 3, Germany 3, France 3 και Cyprus 23. 
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Τα δείγματα που ενισχύθηκαν με τη μέθοδο PCR, είναι για το γονίδιο ND3 τα εξής: 
Cyprus 1 Cyprus 21 Turkey 1 Germany 2 France 8 * 
Cyprus 2 Cyprus 22 Turkey 2 Germany 3 France 9 C 1 
Cyprus 3 Cyprus 23 Turkey 3 Germany 4 France 10 C 2 
Cyprus 6 Cyprus 24 Turkey 4 Germany 5 France 12 C 3 
Cyprus 7 Cyprus 25 Turkey 5 Germany 23 Greece 1 T 1 
Cyprus 8 Cyprus 26 Turkey 6 Germany 24 Greece 2 T 2 
Cyprus 11 Cyprus 27 Turkey 7 Germany 25 Greece 3 T 3 
Cyprus 12 Cyprus 28 Turkey 8 Germany 26 Greece 4  
Cyprus 14 Cyprus 29 Israel 1 Germany 27 Greece 5 
Cyprus 15 Cyprus 30 Israel 2 France 1 Greece 6 
Cyprus 16 N.Israel 1 Israel 3 France 2 Greece 7 
Cyprus 17 N.Israel 2 Israel 4 France 3 Greece 8 
Cyprus 18 N.Israel 3 Israel 5 France 5 Greece 9 
Cyprus 19 N.Israel 4 Israel 6 France 6  
Cyprus 20 N.Israel 5 Germany 1 France 7 
 
Τα δείγματα που ενισχύθηκαν με τη μέθοδο PCR, είναι για το γονίδιο ND6 τα εξής: 
Cyprus 1 Cyprus 24 Israel 4 France 6 Germany 27 * 
Cyprus 6 Cyprus 25 Israel 5 France 7 Greece 1 C 1 
Cyprus 7 Cyprus 26 Israel 6 France 8 Greece 2 C 2 
Cyprus 8 Cyprus 27 Turkey 1 France 9 Greece 3 C 3 
Cyprus 11 Cyprus 28 Turkey 2 France 10 Greece 4 T 1 
Cyprus 14 Cyprus 29 Turkey 3 France 12 Greece 5 T 2 
Cyprus 15 Cyprus 30 Turkey 4 Germany 1 Greece 6 T 3 
Cyprus 16 N.Israel 1 Turkey 5 Germany 2 Greece 7  
Cyprus 17 N.Israel 2 Turkey 6 Germany 3 Greece 8 
Cyprus 18 N.Israel 3 Turkey 7 Germany 4 Greece 9 
Cyprus 19 N.Israel 4 Turkey 8 Germany 5  
Cyprus 20 N.Israel 5 France 1 Germany 23 
Cyprus 21 Israel 1 France 2 Germany 24 
Cyprus 22 Israel 2 France 3 Germany 25 
Cyprus 23 Israel 3 France 5 Germany 26 
 
*τα C1, C2, C3 αποτελούν δείγματα λαγών Lepus europaeus  με γνωστή αλληλουχία, 
κατατάσσονται φυλογεωγραφικά στο ανατολικό πρότυπο (όπως έχει προκύψει από 
προγενέστερες μελέτες πραγματοποιήθηκαν στο εργαστήριο μας) και θα 
χρησιμοποιηθούν στη συνέχεια της μελέτης για σύγκριση και εξαγωγή 
συμπερασμάτων. Ομοίως τα T1, T3, τα οποία κατατάσσονται στο ευρωπαϊκό πρότυπο 
και το T2 στο νότιο ευρωπαϊκό πρότυπο. 
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ΑΝΑΛΥΣΗ ΠΟΛΥΜΟΡΦΙΣΜΟΥ ΔΙΑΜΟΡΦΩΣΗΣ ΜΟΝΟΚΛΩΝΗΣ ΑΛΥΣΙΔΑΣ 
(Single Strand Conformation Polymorphism) 
Η ανάλυση των δεγμάτων με τη μέθοδο SSCP, οδήγησε στην εμφάνιση διαφορετικών 
ζωνώσεων (Εικ. 21-22). Οι ζώνες που παρατηρήθηκαν από το σύνολο των 
δειγμάτων που αναλύθηκαν με τη συγκεκριμένη μέθοδο, κατέδειξαν φάσμα 
διαφορετικών προτύπων ζωνώσεων. Τα πρότυπα ζωνώσεων που εμφανίστηκαν, 
οδήγησαν σε μια αρχική ομαδοποίηση των δειγμάτων, τόσο του ND3 (Πίνακας 4), 
όσο και του ND6 γονιδίου (Πίνακας 5).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 21: ανάλυση δειγμάτων του γονιδίου ND3 με τη μέθοδο SSCP. Στην εικόνα 
παρουσιάζονται ενδεικτικά τα δείγματα C2, C3, Cyprus 2, Cyprus 3, Turkey 1, Turkey 4, 
N.Israel 1, T2, Greece 2, Greece 3, Greece 5, T1, T3, Germany 3.  
Εικόνα 22: ανάλυση δειγμάτων του ND6 γονιδίου με τη μέθοδο SSCP. Στην εικόνα 
παρουσιάζονται ενδεικτικά τα δείγματα C2, Cyprus 3, Cyprus 23, Turkey 1, Turkey 5, Turkey 
6, Israel 1, Israel 2, Israel 6, T3, Germany 3, France 3, T2, Greece 2, Greece 3. 
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Πίνακας 4: ομαδοποίηση δειγμάτων ND3 γονιδίου 
ND3 γονίδιο Δείγματα 
Ομάδα 1 Germany 1, Germany 2, Germany 3, Germany 4, Germany 5, 
Germany 23, Germany 24, Germany 25, Germany 26, Germany 
27, France 1, France 2, France 3, France 5, France 6, France 7, 
France 8, France 9, France 10, T3 
Ομάδα 2 Israel 3, Israel 4, Israel 6, C3 
Ομάδα 3 Israel 2, N.Israel 1, N.Israel 2, N.Israel 3, N.Israel 4 
Ομάδα 4 Greece 1, Greece 2, Greece 3, Greece 4, Greece 6, Greece 7 
Ομάδα 5 Cyprus 1 
Ομάδα 6 Cyprus 2 
Ομάδα 7 Cyprus 3, Cyprus 4, Cyprus 6, Turkey 3, Turkey 6, Israel 1  
Ομάδα 8 Cyprus 7, Cyprus 8, Cyprus 11, Cyprus 12, Cyprus 14, Cyprus 15, 
Cyprus 16, Cyprus 17, Cyprus 18, Cyprus 19, Cyprus 20, Cyprus 
21, Cyprus 23, Cyprus 24, Cyprus 25, Cyprus 26, Cyprus 27, 
Cyprus 30 
Ομάδα 9 Cyprus 22, Cyprus 28, Turkey 1, Turkey 2, Turkey 5, Turkey 7 
Ομάδα 10 C2 
Ομάδα 11 Turkey 4 
Ομάδα 12 Greece 5, Greece 8, Greece 9, T2 
Ομάδα 13 T1 
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Πίνακας 5: ομαδοποίηση δειγμάτων ND6 γονιδίου 
ND6 γονίδιο Δείγματα 
Ομάδα 1 Germany 1, T1, T3 
Ομάδα 2 Germany 2, Germany 3, Germany 4, Germany 5, Germany 23, 
Germany 24, Germany 26, Germany 27 
Ομάδα 3 France 1, France 2, France 3, France 12, France 5, France 6, 
France 7, France 10, France 8, France 9 
Ομάδα 4 Greece 2, Greece 8, Greece 9, T2 
Ομάδα 5 Greece 1, Greece 3, Greece 4, Greece 6, Greece 7 
Ομάδα 6 Turkey 4, Turkey 5, Turkey 7 
Ομάδα 7 Turkey 6 
Ομάδα 8 Cyprus 1, Cyprus 6, Cyprus 7, Cyprus 8, Cyprus 11, Cyprus 14, 
Cyprus 17, Cyprus 18, Cyprus 19, Cyprus 21, Cyprus 24, Cyprus 
25, Cyprus 26, Cyprus 27, Cyprus 28, Cyprus 16, Turkey 1, 
Turkey 2, Israel 4, N.Israel 1, N.Israel 2, N.Israel 3, N.Israel 4, 
N.Israel 5 
Ομάδα 9 Israel 1 
Ομάδα 10 Israel 6 
Ομάδα 11 Turkey 3, C1, C2, C3 
Ομάδα 12 Cyprus 15, Cyprus 22, Israel 2 
Ομάδα 13 Cyprus 20, Cyprus 23, Cyprus 29, Cyprus 30 
 
 
Η κάθε ομάδα που παρουσιάζεται στους παραπάνω πίνακες εμφανίζει διαφορετικό 
πρότυπο ζωνών, όπως προέκυψε από την ανάλυση με τη μέθοδο SSCP. Η 
ομαδοποίηση των δειγμάτων ακολουθεί φυλογεωγραφική κατανομή σχεδόν στο 
σύνολο των περιπτώσεων.   
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ΑΝΑΛΥΣΗ ΝΟΥΚΛΕΟΤΙΔΙΚΗΣ ΑΛΛΗΛΟΥΧΙΑΣ 
 
Καθαρισμός DNA 
Τα προϊόντα PCR που επιλέχθηκαν, καθαρίστηκαν με τη χρήση κατάλληλου kit 
(PureLink PCR Purification Kit, Invitrogen) ώστε να απομακρυνθούν εκκινητές, 
διαλύματα, Taq πολυμεράση κτλ, και στη συνέχεια προωθήθηκαν αλληλούχηση. 
Μετά τον καθαρισμό ακολούθησε ηλεκτροφόρηση των δειγμάτων σε πήκτωμα 
αγαρόζης 2%, για την πιστοποίηση της καθαρότητας του προϊόντος (Εικ. 23). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Τα δείγματα στα οποία πραγματοποιήθηκε καθαρισμός με το συγκεκριμένο Kit και εν 
συνεχεία στάλθηκαν για αλληλούχηση φαίνονται στον Πίνακα 6.  
Για μεγαλύτερη αξιοπιστία  των  αποτελεσμάτων της αλληλούχησης, στα γονίδια 
ND3 και ND6, χρησιμοποιήθηκαν και οι δυο εκκινητές για την αντίδραση του 
sequencing. 
Εικόνα 23: Ηλεκτροφόρηση των δειγμάτων μετά τον καθαρισμό. Τα δείγματα είναι με τη σειρά που 
εμφανίζονται στον πίνακα χ. 
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Πίνακας 6: Δείγματα που αλληλουχήθηκαν 
Γονίδιο Δείγμα 
 
 
ND3 
Cyprus 2 
Cyprus 23 
Turkey 1 
Turkey 4 
N.Israel 1 
Greece 5 
  
 
 
ND6 
Cyprus 23 
Turkey 1 
Turkey 5 
Turkey 6 
Israel 1 
Israel 2 
Israel 6 
France 3 
 
 
Ανάλυση νουκλεοτιδικής αλληλουχίας 
Τα δυο χρωματογραφήματα που λήφθησαν για κάθε δείγμα αναλύθηκαν με το 
πρόγραμμα BioEdit. Στη συνέχεια πραγματοποιήθηκε ολική στοίχιση των 
αλληλουχιών στο σύνολο τους, με το πρόγραμμα ClustalΧ και προέκυψε η τελική 
αλληλουχία του κάθε δείγματος. 
 
Χρησιμοποιήθηκαν επίσης κάποιες αλληλλουχίες δειγμάτων που προϋπήρχαν στο 
αρχείο του εργαστηρίου, από προγενέστερα πειράματα της ερευνητικής ομάδας του 
εργαστηρίου.  
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Οι προϋπάρχουσες αλληλουχίες που χρησιμοποιήθηκαν στη μελέτη ήταν οι εξής: 
Γονίδιο Δείγμα 
 
 
 
ND3 
g1 
C1 
C2 
C3 
T1 
T2 
T3 
T4 
Cyprus 3 
Turkey 12 
Greece 2 
Greece 3 
Germany 3 
  
 
 
 
ND6 
C1 
C2 
C3 
T1 
T2 
T3 
T4 
Cyprus 3  
Greece 1 
Greece 2 
Greece 3 
Germany 3 
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 ND3 γονίδιο 
                      10        20        30        40        50        60        70        80        
90       100                   
             
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|...
.| 
g1           
ATTAACCTCATTCTAGTTTTACTAATTAATATAACTATTTCCCTAATCCTGGTGACCATTGCATTTTGACTTCCCCAGTTAAATATTTACTCAGAAAA
AA  
c1           
ATTAACCTCATTCTAGTTCTACTAATTAATATAACCATTTCCCTAATCCTGGTGACCATTGCATTTTGACTTCCCCAGTTAAATATTTACTCAGAAAA
AA  
c2           
ATTAACCTCATTCTAGTTCTACTAATTAATATAACCATTTCCCTAATCCTGGTGACCATTGCATTTTGACTTCCCCAGTTAAATATTTACTCAGAAAA
AA  
c3           
ATTAACCTCATTCTAGTTCTACTAATTAATATAACCATTTCCCTAATCCTGGTGACCATTGCATTTTGACTTCCCCAGTTAAATATTTACTCAGAAAA
AA  
Cyprus 2     
ATTAACCTCATTCTAGTTTTACTAATTAATATAACTATTTCCCTAATCCTGGTGACCATTGCATTTTGACTTCCCCAGTTAAATATTTACTCAGAAAA
AA  
Cyprus 3     
ATTAACCTCATTCTAGTTCTACTAATTAATATAACCATTTCCCTAATCCTGGTGACCATTGCATTTTGACTTCCCCAGTTAAATATTTACTCAGAAAA
AA  
Cyprus 23    
ATTAACCTCATTCTAGTTCTACTAATTAATATAACCATTTCCCTAATCCTGGTGACCATTGCATTTTGACTTCCCCAGTTAAATATTTACTCAGAAAA
AA  
Turkey 1     
ATTAACCTCATTCTAGTTTTACTAATTAATATAACCATTTCCCTAATCCTGGTGACCATTGCATTTTGACTTCCCCAGTTAAATATCTACTCAGAAAA
AA  
Turkey 4     
ATTAACCTCATTCTAGTTTTACTAATTAATATAACCATTTCCCTAATCCTGGTGACCATTGCATTTTGACTTCCCCAGTTAAATATTTACTCAGAAAA
AA  
Turkey 12    
ATTAACCTCATTCTAGTTTTACTAATTAATATAACCATTTCCCTAATCCTGGTGACCATTGCATTTTGACTTCCCCAGTTAAATATTTACTCAGAAAA
AA  
N. Israel 1  
ATTAACCTCATTCTAGTTTTACTAATTAATATAACCATTTCCCTAATCCTGGTGACCATTGCATTTTGACTTCCCCAGTTAAATATTTACTCAGAAAA
AA  
t2           
ATTAACCTCATTCTAGTTTTACTAATTAATATAACTATTTCCCTAATCCTGGTGACCATTGCATTTTGACTTCCCCAGTTAAATATTTATTCAGAAAA
AA  
Greece 2     
ATTAACCTCATTCTAGTTTTACTAATTAATATAACTATTTCCCTAATCCTGGTGACCATTGCATTTTGACTTCCCCAGTTAAATATTTACTCAGAAAA
AA  
Greece 3     
ATTAACCTCATTCTAGTTTTACTAATTAATATAACTATTTCCCTAATCCTGGTGACCATTGCATTTTGACTTCCCCAGTTAAATATTTACTCAGAAAA
AA  
Greece 5     
ATTAACCTCATTCTAGTTTTACTAATTAATATAACTATTTCCCTAATCCTGGTGACCATTGCATTTTGACTTCCCCAGTTAAATATTTACTCAGAAAA
AA  
t1           
ATTAACCTCATTCTAGTTTTACTAATTAATATAACTATTTCCCTAATCCTGGTGACCATTGCATTTTGACTTCCCCAGTTAAATATTTACTCAGAAAA
AA  
t3           
ATTAACCTCATTCTAGTTTTACTAATTAATATAACTATTTCCCTAATCCTGGTGACCATTGCATTTTGACTTCCCCAGTTAAATATTTACTCAGAAAA
AA  
t4           
ATTAACCTCATTCTAGTTTTACTAATTAATATAACTATTTCCCTAATCCTGGTGACCATTGCATTTTGACTTCCCCAGTTAAATATTTACTCAGAAAA
AA  
Germany 3    
ATTAACCTCATTCTAGTTTTACTAATTAATATAACTATTTCCCTAATCCTGGTGACCATTGCATTTTGACTTCCCCAGTTAAATATTTACTCAGAAAA
AA  
 
                     110       120       130       140       150       160       170       180       
190       200          
             
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|...
.| 
g1           
CAAGCCCCTACGAATGCGGATTTGACCCCATGGGGTCAGCACGACTTCCATTCTCAATAAAATTTTTCTTAGTGGCAATCACATTCCTACTATTTGAT
CT  
c1           
CAAGCCCCTACGAATGCGGATTTGACCCCATGGGGTCAGCACGACTTCCATTCTCAATAAAATTTTTCTTAGTAGCAATCACATTCCTACTATTTGAT
CT  
c2           
CAAGCCCCTACGAATGCGGATTTGACCCCATGGGGTCAGCACGACTTCCATTCTCAATAAAATTTTTCTTAGTAGCAATCACATTCCTACTATTTGAT
CT  
c3           
CAAGCCCCTACGAATGCGGATTTGACCCCATGGGGTCAGCACGACTTCCATTCTCAATAAAATTTTTCTTAGTAGCAATCACATTCCTACTATTTGAT
CT  
 
 
 
 
50 
Cyprus 2     
CAAGCCCCTACGAATGCGGATTTGACCCCATGGGGTCAGCACGACTTCCATTCTCAATAAAATTTTTCTTAGTGGCAATCACATTCCTACTATTTGAT
CT  
Cyprus 3     
CAAGCCCCTACGAATGCGGATTTGACCCCATGGGGTCAGCACGACTTCCATTCTCAATAAAATTTTTCTTAGTAGCAATCACATTCCTACTATTTGAT
CT  
Cyprus 23    
CAAGCCCCTACGAATGCGGATTTGACCCCATGGGGTCAGCACGACTTCCATTCTCAATAAAATTTTTCTTAGTAGCAATCACATTCCTACTATTTGAT
CT  
Turkey 1     
CAAGCCCCTACGAATGCGGATTTGATCCCATGGGGTCAGCACGACTTCCATTCTCAATAAAATTTTTCTTAGTGGCAATCACATTCCTACTATTTGAT
CT  
Turkey 4     
CAAGCCCCTACGAATGCGGATTTGACCCCATGGGGTCAGCACGACTTCCATTCTCAATAAAATTTTTCTTAGTGGCAATCACATTCCTACTATTTGAT
CT  
Turkey 12    
CAAGCCCCTACGAATGCGGATTTGACCCCATGGGGTCAGCACGACTTCCATTCTCAATAAAATTTTTCTTAGTGGCAATCACATTCCTACTATTTGAT
CT  
N. Israel 1  
CAAGCCCCTACGAATGCGGATTTGACCCCATGGGGTCAGCACGACTTCCATTCTCAATAAAATTTTTCTTAGTGGCAATCACATTCCTACTATTTGAT
CT  
t2           
CAAGCCCCTACGAATGCGGATTTGACCCCATGGGGTCAGCACGACTTCCATTCTCAATAAAATTTTTCTTAGTGGCAATCACATTCCTACTATTTGAT
CT  
Greece 2     
CAAGCCCCTACGAATGCGGATTTGACCCCATGGGGTCAGCACGACTTCCATTCTCAATAAAATTTTTCTTAGTGGCAATTACATTCCTACTATTTGAT
CT  
Greece 3     
CAAGCCCCTACGAATGCGGATTTGACCCCATGGGGTCAGCACGACTTCCATTCTCAATAAAATTTTTCTTAGTGGCAATTACATTCCTACTATTTGAT
CT  
Greece 5     
CAAGCCCCTACGAATGCGGATTTGACCCCATGGGGTCAGCACGACTTCCATTCTCAATAAAATTTTTCTTAGTGGCAATTACATTCCTACTATTTGAT
CT  
t1           
CAAGCCCCTACGAATGCGGATTTGACCCCATGGGGTCAGCACGACTTCCATTCTCAATAAAATTTTTCTTAGTGGCAATCACATTCCTACTATTTGAT
CT  
t3           
CAAGCCCCTACGAATGCGGATTTGACCCCATGGGGTCAGCACGACTTCCATTCTCAATAAAATTTTTCTTAGTGGCAATCACATTCCTACTATTTGAT
CT  
t4           
CAAGCCCCTACGAATGCGGATTTGACCCCATGGGGTCAGCACGACTTCCATTCTCAATAAAATTTTTCTTAGTGGCAATCACATTCCTACTATTTGAT
CT  
Germany 3    
CAAGCCCCTACGAATGCGGATTTGACCCCATGGGGTCAGCACGACTTCCATTCTCAATAAAATTTTTCTTAGTGGCAATCACATTCCTACTATTTGAT
CT  
 
                     210       220       230       240       250       260       270       280       
290       300          
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.| 
g1           
AGAAATCGCTCTTCTTCTCCCTCTTCCATGAGCCGCACAATTTAATAACCTAAATTTAGTCCTCATCATAGCACTTATACTTATCTCAATCCTAGCCC
TA  
c1           
AGAAATCGCTCTTCTTCTTCCTCTTCCATGAGCCGCACAATTTAATAACCTAAATTTAGTCCTTATCATAGCACTTATACTTATCTCAATCCTAGCCC
TA  
c2           
AGAAATCGCTCTTCTTCTTCCTCTTCCATGAGCCGCACAATTTAATAACCTAAATTTAGTCCTTATCATAGCACTTATACTTATCTCAATCCTAGCCC
TA  
c3           
AGAAATCGCTCTTCTTCTTCCTCTTCCATGAGCCGCACAATTTAATAACCTAAATTTAGTCCTTATCATAGCACTTATACTTATCTCAATCCTAGCCC
TA  
Cyprus 2     
AGAAATCGCTCTTCTTCTTCCTCTTCCATGAGCCGCACAATTTAATAACCTAAATTTAGTCCTCATCATAGCACTTATACTTATCTCAATCCTAGCCT
TA  
Cyprus 3     
AGAAATCGCTCTTCTTCTTCCTCTTCCATGAGCCGCACAATTTAATAACCTAAATTTAGTCCTTATCATAGCACTTATACTTATCTCAATCCTAGCCC
TA  
Cyprus 23    
AGAAATCGCTCTTCTTCTTCCTCTTCCATGAGCCGCACAATTTAATAACCTAAATTTAGTCCTTATCATAGCACTTATACTTATCTCAATCCTAGCCC
TA  
Turkey 1     
AGAAATTGCTCTTCTTCTTCCTCTTCCATGAGCCGCACAATTTAATAACCTAAATTTAGTCCTCATCATAGCACTTATACTTATCTCAATCCTAGCCC
TA  
Turkey 4     
AGAAATCGCTCTTCTTCTTCCTCTTCCATGAGCCGCACAATTTAATAACCTAAATTTAGTCCTTATCATAGCACTTATACTTATCTCAATCCTAGCCC
TA  
Turkey 12    
AGAAATCGCTCTTCTTCTTCCTCTTCCATGAGCCGCACAATTTAATAACCTAAATTTAGTCCTTATCATAGCACTTATACTTATCTCAATCCTAGCCC
TA  
N. Israel 1  
AGAAATCGCTCTTCTTCTTCCTCTTCCATGAGCCGCACAATTTAATAACCTAAATTTAGTCCTTATCATAGCACTTATACTTATCTCATTCCTAGCCC
TA  
t2           
AGAAATCGCTCTTCTTCTCCCTCTTCCATGAGCCGCACAATTTAATAACCTAAATTTAGTCCTCATCATAGCACTTATACTTATCTCAATCCTAGCCC
TA  
 
 
 
 
51 
Greece 2     
AGAAATCGCTCTTCTTCTCCCTCTTCCATGAGCCGCACAATTTAATAACCTAAATTTAGTCCTCATCATAGCACTTATACTTATCTCAATCCTAGCCC
TA  
Greece 3     
AGAAATCGCTCTTCTTCTCCCTCTTCCATGAGCCGCACAATTTAATAACCTAAATTTAGTCCTCATCATAGCACTTATACTTATCTCAATCCTAGCCC
TA  
Greece 5     
AGAAATCGCTCTTCTTCTCCCTCTTCCATGAGCCGCACAATTTAATAACCTAAATTTAGTCCTCATCATAGCACTTATACTTATCTCAATCCTAGCCC
TA  
t1           
AGAAATCGCTCTTCTTCTCCCTCTTCCATGAGCCGCACAATTTAATAACCTAAATTTAGTCCTCATCATAGCACTTATACTTATCTCAATCCTAGCCC
TA  
t3           
AGAAATCGCTCTTCTTCTCCCTCTTCCATGAGCCGCACAATTTAATAACCTAAATTTAGTCCTCATCATAGCACTTATACTTATCTCAATCCTAGCCC
TA  
t4           
AGAAATCGCTCTTCTTCTCCCTCTTCCATGAGCCGCACAATTTAATAACCTAAATTTAGTCCTCATCATAGCACTTATACTTATCTCAATCCTAGCCC
TA  
Germany 3    
AGAAATCGCTCTTCTTCTCCCTCTTCCATGAGCCGCACAATTTAATAACCTAAATTTAGTCCTCATCATAGCACTTATACTTATCTCAATCCTAGCCC
TA  
 
 
 
 
 
                     310       320       330       340          
             ....|....|....|....|....|....|....|....|....|. 
g1           GGACTGGCCTACGAGTGAATCCAAAAAGGCCTAGAATGAGTAGAAT  
c1           GGACTGGCCTACGAGTGAATCCAAAAAGGCCTAGAATGAGTAGAAT  
c2           GGACTGGCCTACGAGTGAATCCAAAAAGGCCTAGAATGAGTAGAAT  
c3           GGACTGGCCTACGAGTGAATCCAAAAAGGCCTAGAATGAGTAGAAT  
Cyprus 2     GGACTGGCCTACGAGTGAATCCAAAAAGGCCTAGAATGAGTAGAAT  
Cyprus 3     GGACTGGCCTACGAGTGAATCCAAAAAGGCCTAGAATGAGTAGAAT  
Cyprus 23    GGACTGGCCTACGAGTGAATCCAAAAAGGCCTAGAATGAGTAGAAT  
Turkey 1     GGACTGGCCTACGAGTGAATCCAAAAAGGCCTAGAATGAGTAGAAT  
Turkey 4     GGACTGGCCTACGAGTGAATCCAAAAAGGCCTAGAATGAGTAGAAT  
Turkey 12    GGACTGGCCTACGAGTGAATCCAAAAAGGCCTAGAATGAGTAGAAT  
N. Israel 1  GGACTGGCCTACGAGTGAATCCAAAAAGGCCTAGAATGAGTAGAAT  
t2           GGACTGGCCTACGAGTGAATCCAAAAAGGCCTAGAATGAGTAGAAT  
Greece 2     GGACTGGCCTACGAGTGAATCCAAAAAGGCCTAGAATGAGTAGAAT  
Greece 3     GGACTGGCCTACGAGTGAATCCAAAAAGGCCTAGAATGAGTAGAAT  
Greece 5     GGACTGGCCTACGAGTGAATCCAAAAAGGCCTAGAATGAGTAGAAT  
t1           GGACTGGCCTACGAGTGAATCCAAAAAGGCCTAGAATGAGTAGAAT  
t3           GGACTGGCCTACGAGTGAATCCAAAAAGGCCTAGAATGAGTAGAAT  
t4           GGACTGGCCTACGAGTGAATCCAAAAAGGCCTAGAATGAGTAGAAT  
Germany 3    GGACTGGCCTACGAGTGAATCCAAAAAGGCCTAGAATGAGTAGAAT 
 
 
 
 ND6 γονίδιο 
                    10        20        30        40        50        60        70        80        
90       100                   
           
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|...
.| 
t4         
ATGACATATATAGTATTTTTATTGAGTGTAATGTTTGTAATTGGTTTTGTGGGGTTCGCTTCTAAGCCATCTCCAATTTATGGAGGGCTTGGGTTAAT
TG  
c1         
ATGACATATATAGTATTTTTATTGAGTGTAATGTTTGTAATTGGTTTTGTGGGATTCGCTTCTAAGCCATCTCCAATTTATGGAGGGCTTGGGTTAAT
TG  
c2         
ATGACATATATAGTATTTTTATTGAGTGTAATGTTTGTAATTGGTTTTGTGGGATTCGCTTCTAAGCCATCTCCAATTTATGGAGGGCTTGGGTTAAT
TG  
c3         
ATGACATATATAGTATTTTTATTGAGTGTAATGTTTGTAATTGGTTTTGTGGGATTCGCTTCTAAGCCATCTCCAATTTATGGAGGGCTTGGGTTAAT
TG  
Cyprus3    
ATGACATATATAGTATTTTTATTGAGTGTAATGTTTGTAATTGGTTTTGTGGGATTCGCTTCTAAGCCATCTCCAATTTATGGAGGGCTTGGGTTAAT
TG  
Cyprus 23  
ATGACATATATAGTATTTTTATTGAGTGTAATGTTTGTAATTGGTTTTGTGGGATTCGCTTCTAAGCCATCTCCAATTTATGGAGGGCTTGGGTTAAT
TG  
Turkey 1   
ATGACATATATAGTATTTTTATTGAGTGTAATGTTTGTAATTGGTTTTGTGGGGTTCGCTTCTAAGCCATCTCCAATTTATGGAGGGCTTGGGTTAAT
TG  
Turkey 5   
 
 
 
 
52 
ATGACATATATAGTATTTTTATTGAGTGTAATGTTTGTAATTGGTTTTGTGGGGTTCGCTTCTAAGCCATCTCCAATTTATGGGGGGCTTGGGTTAAT
TG  
Turkey 6   
ATGACATATATAGTATTTTTATTGAGTGTAATGTTTGTAATTGGTTTTGTGGGATTCGCTTCTAAGCCATCTCCAATTTATGGAGGGCTTGGGTTAAT
TG  
Turkey12   
ATGACATATATAGTATTTTTATTGAGTGTAATGTTTGTAATTGGTTTTGTGGGGTTCGCTTCTAAGCCATCTCCAATTTATGGGGGGCTTGGGTTAAT
TG  
Israel 1   
ATGACATATATAGTATTTTTATTGAGTGTAATGTTTGTAATTGGTTTTGTGGGGTTCGCTTCTAAGCCATCTCCAATTTATGGAGGGCTTGGGTTAAT
TG  
Israel 2   
ATGACATATATAGTATTTTTATTGAGTGTAATGTTTGTAATTGGTTTTGTGGGATTCGCTTCTAAGCCATCTCCAATTTATGGAGGGCTCGGGTTGAT
TG  
Israel 6   
ATGACATATATAGTATTTTTATTGAGTGTAATGTTTGTAATTGGTTTTGTGGGATTCGCTTCTAAGCCATCTCCAATTTATGGAGGGCTCGGGTTGAT
TG  
t1         
ATGACATATATAGTATTTTTATTGAGTGTAATGTTTGTAATTGGTTTTGTGGGGTTCGCTTCTAAGCCATCTCCAATTTATGGAGGGCTTGGGTTAAT
TG  
t3         
ATGACATATATAGTATTTTTATTGAGTGTAATGTTTGTAATTGGTTTTGTGGGGTTCGCTTCTAAGCCATCTCCAATTTATGGAGGGCTTGGGTTAAT
TG  
Germ3      
ATGACATATATAGTATTTTTATTGAGTGTAATGTTTGTAATTGGTTTTGTGGGGTTCGCTTCTAAGCCATCTCCAATTTATGGAGGGCTTGGGTTAAT
TG  
France_3   
ATGACATATATAGTATTTTTATTGAGTGTAATGTTTGTAATTGGTTTTGTGGGGTTCGCTTCTAAGCCATCTCCAATTTATGGAGGGCTTGGGTTAAT
TG  
t2         
ATGACATATATAGTATTTTTATTGAGTGTAATGTTTGTAATTGGTTTTGTGGGGTTCGCTTCTAAGCCATCTCCAATTTATGGGGGGCTTGGGTTAAT
TG  
Greece1    
ATGACATATATAGTATTTTTATTGAGTGTAATGTTTGTAATTGGTTTTGTGGGGTTCGCTTCTAAGCCATCTCCAATTTATGGAGGGCTTGGGTTAAT
TG  
Greece2    
ATGACATATATAGTATTTTTATTGAGTGTAATGTTTGTAATTGGTTTTGTGGGGTTTGCTTCTAAGCCATCTCCAATTTATGGAGGGCTTGGGTTAAT
TG  
Greece3    
ATGACATATATAGTATTTTTATTGAGTGTAATGTTTGTAATTGGTTTTGTGGGGTTCGCTTCTAAGCCATCTCCAATTTATGGGGGGCTTGGGTTAAT
TG  
 
                   110       120       130       140       150       160       170       180       
190       200          
           
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|...
.| 
t4         
TTAGTGGTGGGGTTGGTTGTGGTATTATTTTAAGTTTTGGTGGGTCGTTTTTAGGCTTAATAATGTTTTTAATTTATTTAGGTGGAATATTGGTAGTA
TT  
c1         
TTAGTGGTGGGGTTGGTTGTGGTATTATTTTAAGTTTTGGTGGATCGTTTTTAGGCTTAATAATGTTTTTAATTTATTTAGGGGGAATATTGGTAGTA
TT  
c2         
TTAGTGGTGGGGTTGGTTGTGGTATTATTTTAAGTTTTGGTGGATCGTTTTTAGGCTTAATAATGTTTTTAATTTATTTAGGGGGAATATTGGTAGTA
TT  
c3         
TTAGTGGTGGGGTTGGTTGTGGTATTATTTTAAGTTTTGGTGGATCGTTTTTAGGCTTAATAATGTTTTTAATTTATTTAGGGGGAATATTGGTAGTA
TT  
Cyprus3    
TTAGTGGTGGGGTTGGTTGTGGTATTATTTTAAGTTTTGGTGGATCGTTTTTAGGCTTAATAATGTTTTTAATTTATTTAGGGGGAATATTGGTAGTA
TT  
Cyprus 23  
TTAGTGGTGGGGTTGGTTGTGGTATTATTTTAAGTTTTGGTGGATCGTTTTTAGGCTTAATAATGTTTTTAATTTATTTAGGGGGAATATTGGTAGTA
TT  
Turkey 1   
TTAGTGGTGGGGTTGGTTGTGGTATTATTTTAAGTTTTGGTGGATCGTTTTTAGGCTTAATAATGTTTTTAATTTATTTAGGGGGAATATTGGTAGTA
TT  
Turkey 5   
TTAGTGGTGGGGTTGGTTGTGGTATTATTTTAAGTTTTGGTGGATCGTTTTTAGGCTTAATAATGTTTTTAATTTATTTAGGGGGAATATTGGTAGTA
TT  
Turkey 6   
TTAGTGGTGGGGTTGGTTGTGGTATTATTTTAAGTTTTGGTGGATCGTTTTTAGGCTTAATAATGTTTTTAATTTATTTAGGGGGAATATTGGTAGTA
TT  
Turkey12   
TTAGTGGTGGGGTTGGTTGTGGTATTATTTTAAGTTTTGGTGGATCGTTTTTAGGCTTAATAATGTTTTTAATTTATTTAGGGGGAATATTGGTAGTA
TT  
Israel 1   
TTAGTGGTGGGGTTGGTTGTGGTATTATTTTAAGTTTTGGTGGATCGTTTTTAGGCTTAATAATGTTTTTAATTTATTTAGGGGGAATATTGGTAGTA
TT  
Israel 2   
TTAGTGGTGGGGTTGGTTGTGGTATTATTTTAAGTTTTGGTGGATCGTTTTTAGGCTTAATAATGTTTTTAATTTATTTAGGGGGAATATTGGTAGTA
TT  
Israel 6   
TTAGTGGTGGGGTTGGTTGTGGTATTATTTTAAGTTTTGGTGGATCGTTTTTAGGCTTAATAATGTTTTTAATTTATTTAGGGGGAATATTGGTAGTA
TT  
t1         
 
 
 
 
53 
TTAGTGGTGGGGTTGGTTGTGGTATTATTTTAAGTTTTGGTGGGTCGTTTTTAGGCTTAATAATGTTTTTAATTTATTTAGGTGGAATATTGGTAGTA
TT  
t3         
TTAGTGGTGGGGTTGGTTGTGGTATTATTTTAAGTTTTGGTGGGTCGTTTTTAGGCTTAATAATGTTTTTAATTTATTTAGGTGGAATATTGGTAGTA
TT  
Germ3      
TTAGTGGTGGGGTTGGTTGTGGTATTATTTTAAGTTTTGGTGGGTCGTTTTTAGGCTTAATAATGTTTTTAATTTATTTAGGTGGAATATTGGTAGTA
TT  
France_3   
TTAGTGGTGGGGTTGGTTGTGGTATTATTTTAAGTTTTGGTGGGTCGTTTTTAGGCTTAATAATGTTTTTAATTTATTTAGGTGGTATATTGGTAGTA
TT  
t2         
TTAGTGGCGGGGTTGGTTGTGGTATTATTTTAAGTTTTGGTGGGTCGTTTTTAGGCTTAATAATGTTTTTAATTTATTTAGGTGGAATATTGGTAGTA
TT  
Greece1    
TTAGTGGTGGGGTTGGTTGTGGTATTATTTTAAGTTTTGGTGGGTCGTTTTTAGGCTTAATAATGTTTTTAATTTATTTAGGTGGAATATTGGTAGTA
TT  
Greece2    
TTAGTGGCGGGGTTGGTTGTGGTATTATTTTAAGTTTTGGTGGGTCGTTTTTAGGCTTAATAATGTTTTTAATTTATTTAGGTGGAATATTGGTAGTA
TT  
Greece3    
TTAGTGGCGGGGTTGGTTGTGGTATTATTTTAAGTTTTGGTGGGTCGTTTTTAGGCTTAATAATGTTTTTAATTTATTTAGGTGGAATATTGGTAGTA
TT  
 
                   210       220       230       240       250       260       270       280       
290       300          
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.| 
t4         
TGGGTATACAACTGCGATAGCAACTGAGGAATACCCTGAAACTTGAGGGTCAAATATTATAATTCTTAGTATGCTTGTTTTGGGTGTGTTGTTGGAGG
CA  
c1         
TGGATATACAACTGCGATAGCAACTGAGGAATACCCTGAAACTTGAGGGTCAAATATTATAATTCTTAGTATGCTTGTTTTGGGTGTGTTGTTGGAGG
CA  
c2         
TGGATATACAACTGCGATAGCAACTGAGGAATACCCTGAAACTTGAGGGTCAAATATTATAATTCTTAGTATGCTTGTTTTGGGTGTGTTGTTGGAGG
CA  
c3         
TGGATATACAACTGCGATAGCAACTGAGGAATACCCTGAAACTTGAGGGTCAAATATTATAATTCTTAGTATGCTTGTTTTGGGTGTGTTGTTGGAGG
CA  
Cyprus3    
TGGATATACAACTGCGATAGCAACTGAGGAATACCCTGAAACTTGAGGGTCAAATATTATAATTCTTAGTATGCTTGTTTTGGGTGTGTTGTTGGAGG
CA  
Cyprus 23  
TGGATATACAACTGCGATAGCAACTGAGGAATACCCTGAAACTTGAGGGTCAAATATTATAATTCTTAGTATGCTTGTTTTGGGTGTGTTGTTGGAGG
CA  
Turkey 1   
TGGGTATACAACTGCGATAGCAACTGAGGAATACCCTGAAACTTGAGGATCAAATATTATAATTCTTAGTATGCTTGTTTTGGGTGTGTTGTTGGAGG
CA  
Turkey 5   
TGGGTATACAACTGCGATAGCAACTGAGGAATACCCTGAAACTTGAGGATCAAATATTATAATTCTTAGTATGCTTGTTTTGGGTGTGTTGTTGGAGG
CA  
Turkey 6   
TGGATATACAACTGCGATAGCAACTGAGGAATACCCTGAAACTTGAGGGTCAAATATTATAATTCTTAGTATGCTTGTTTTGGGTGTGTTGTTGGAGG
CA  
Turkey12   
TGGGTATACAACTGCGATAGCAACTGAGGAATACCCTGAAACTTGAGGATCAAATATTATAATTCTTAGTATGCTTGTTTTGGGTGTGTTGTTGGAGG
CA  
Israel 1   
TGGGTATACAACTGCGATAGCAACTGAGGAATACCCTGAAACTTGAGGATCAAATATTATAATTTTTAGTATGCTTGTTTTGGGTGTGTTGTTGGAGG
CA  
Israel 2   
TGGGTATACAACTGCGATAGCAACTGAGGAATACCCTGAAACTTGAGGGTCAAATATTATAATTCTTAGTATGCTTGTTTTGGGTGTGTTGTTGGAGG
CA  
Israel 6   
TGGGTATACAACTGCGATAGCAACTGAGGAATACCCTGAAACTTGAGGGTCAAATATTATAATTCTTAGTATGCTTGTTTTGGGTGTGTTGTTGGAGG
CA  
t1         
TGGGTATACAACTGCGATAGCAACTGAGGAATACCCTGAAACTTGAGGGTCAAATATTATAATTCTTAGTATGCTTGTTTTGGGTGTGTTGTTGGAGG
CA  
t3         
TGGGTATACAACTGCGATAGCAACTGAGGAATACCCTGAAACTTGAGGGTCAAATATTATAATTCTTAGTATGCTTGTTTTGGGTGTGTTGTTGGAGG
CA  
Germ3      
TGGGTATACAACTGCGATAGCAACTGAGGAATACCCTGAAACTTGAGGGTCAAATATTATAATTCTTAGTATGCTTGTTTTGGGTGTGTTGTTGGAGG
CA  
France_3   
TGGGTATACAACTGCGATAGCAACTGAGGAATACCCTGAAACTTGAGGGTCAAATATTATAATTCTTAGTATGCTTGTTTTGGGTGTGTTGTTGGAGG
CA  
t2         
TGGGTATACAACTGCGATAGCAACTGAGGAATACCCTGAAACTTGAGGGTCAAATATTATAATTCTTAGTATGCTTGTTTTGGGTGTGTTGTTGGAGG
CA  
Greece1    
TGGGTATACAACTGCGATAGCAACTGAGGAATACCCTGAAACTTGAGGGTCAAATATTATAATTCTTAGTATGCTTGTTTTGGGTGTGTTGTTGGAGG
CA  
Greece2    
 
 
 
 
54 
TGGGTATACAACTGCGATAGCAACTGAGGAATACCCTGAAACTTGAGGGTCAAATATTATAATTCTTAGTATGCTTGTTTTGGGTGTGTTGTTGGAGG
CA  
Greece3    
TGGGTATACAACTGCGATAGCAACTGAGGAATACCCTGAAACTTGAGGGTCAAATATTATAATTCTTAGTATGCTTGTTTTGGGTGTGTTGTTGGAGG
CA  
 
                   310       320       330       340       350       360       370       380       
390       400          
           
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|...
.| 
t4         
GGATTAGTTATATTTATGGCGGTGAGTGATGAGGTTGAGGTTGTGGTGAGTTTTAAGAATATAGGTGATTGGGTTGTTTTTGAAGGGGACGAAGTAGG
TT  
c1         
GGTTTAGTAATATTTATGGCGGTGAGTGATGAGGTTGAGGTTGTGGTGAGTTTTAAGAATATAGGTGATTGGATTATTTTTGAAGGGGATGAAGTAGG
TT  
c2         
GGTTTAGTAATATTTATGGCGGTGAGTGATGAGGTTGAGGTTGTGGTGAGTTTAAAGAATATAGGTGATTGGATTATTTTTGAAGGGGATGAAGTAGG
TT  
c3         
GGTTTAGTAATATTTATGGCGGTGAGTGATGAGGTTGAGGTTGTGGTGAGTTTTAAGAATATAGGTGATTGGATTATTTTTGAAGGGGATGAAGTAGG
TT  
Cyprus3    
GGTTTAGTAATATTTATGGCGGTGAGTGATGAGGTTGAGGTTGTGGTGAGTTTTAAGAATATAGGTGATTGGATTATTTTTGAAGGGGACGAAGTAGG
TT  
Cyprus 23  
GGTTTAGTAATATTTATGGCGGTGAGTGATGAGGTTGAGGTTGTGGTGAGTTTTAAGAATATAGGTGATTGGATTATTTTTGAAGGGGATGAAGTAGG
TT  
Turkey 1   
GGTTTAGTTATATTTATGGCGGTGAGTGATGAGGTTGAGGTTGTGGTGAGTTTTAAGAATATAGGTGATTGGGTTATTTTTGAAGGGGATGAAGTAGG
TT  
Turkey 5   
GGTTTAGTTATATTTATGGCGGTGAGTGATGAGGTTGAGGTTGTGGTGAGTTTTAAGAATATAGGTGATTGGGTTATTTTTGAAGGGGATGAAGTAGG
TT  
Turkey 6   
GGTTTAGTAATATTTATGGCGGTGAGTGATGAGGTTGAGGTTGTGGTGAGTTTTAAGAATATAGGTGATTGGGTTATTTTTGAAGGGGATGAAGTAGG
TT  
Turkey12   
GGTTTAGTTATATTTATGGCGGTGAGTGATGAGGTTGAGGTTGTGGTGAGTTTTAAGAATATAGGTGATTGGGTTATTTTTGAAGGGGATGAAGTAGG
TT  
Israel 1   
GGTTTAGTTATATTTATGGCGGTGAGTGATGAGGTTGAGGTTGTGGTGAGTTTTAAGAATATAGGTGATTGGGTTATTTTTGAAGGGGATGAAGTAGG
TT  
Israel 2   
GGTTTAGTAATATTTATGGCGGTGAGTGATGAGGTTGAGGTTGTGGTGAGTTTTAAGAATATAGGTGATTGGGTTATTTTTGAAGGGGATGAAGTAGG
TT  
Israel 6   
GGTTTAGTAATATTTATGGCGGTGAGTGATGAGGTTGAGGTTGTGGTGAGTTTTAAGAATATAGGTGATTGGGTTATTTTTGAAGGGGATGAAGTAGG
TT  
t1         
GGATTAGTTATATTTATGGCGGTGAGTGATGAGGTTGAGGTTGTGGTGAGTTTTAAGAATATAGGTGATTGGGTTGTTTTTGAAGGGGACGAAGTAGG
TT  
t3         
GGATTAGTTATATTTATGGCGGTGAGTGATGAGGTTGAGGTTGTGGTGAGTTTTAAGAATATAGGTGATTGGGTTGTTTTTGAAGGGGACGAAGTAGG
TT  
Germ3      
GGATTAGTTATATTTATGGCGGTGAGTGATGAGGTTGAGGTTGTGGTGAGTTTTAAGAATATAGGTGATTGGGTTGTTTTTGAAGGGGACGAAGTAGG
TT  
France_3   
GGATTAGTTATATTTATGGCGGTGAGTGATGAGGTTGAGGTTGTGGTGAGTTTTAAGAATATAGGTGATTGGGTTGTTTTTGAAGGGGACGAAGTAGG
TT  
t2         
GGATTAGTTATATTTATGGCGGTGAGTGATGAGGTTGAGGTTGTGGTGAGTTTTAAGAATATAGGTGATTGGGTTGTTTTTGAAGGGGACGAAGTAGG
TT  
Greece1    
GGATTAGTTATATTTATGGCGGTGAGTGATGAGGTTGAGGTTGTGGTGAGTTTTAAGAATATAGGTGATTGGGTTGTTTTTGAAGGGGACGAAGTAGG
TT  
Greece2    
GGATTAGTTATATTTATGGCGGTGAGTGATGAGGTTGAGGTTGTGGTGAGTTTTAAGAATATAGGTGATTGGGTTGTTTTTGAAGGGGACGAAGTAGG
TT  
Greece3    
GGATTAGTTATATTTATGGCGGTGAGTGATGAGGTTGAGGTTGTGGTGAGTTTTAAGAATATAGGTGATTGGGTTGTTTTTGAAGGGGACGAAGTAGG
TT  
 
                   410       420       430       440       450       460       470       480       
490       500          
           
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|...
.| 
t4         
TAATTCGAGAGGACTCTATAGGGGTGGCAGCATTATATAGTTATGGGAGTTGATTAATAGTGGTTGCTGGTTGATCTTTATTTGTGAGTATTTTTATT
GT  
c1         
TAATTCGAGAGGACTCTATAGGGGTGGCAGCATTATATAGTTATGGGAGTTGATTAATAGTGGTTGCTGGTTGGTCTTTATTTGTGAGTATTTTTATT
GT  
c2         
 
 
 
 
55 
TAATTCGAGAGGACTCTATAGGGGTGGCAGCATTATATAGTTATGGGAGTTGATTAATAGTGGTTGCTGGTTGGTCTTTATTTGTGAGTATTTTTATT
GT  
c3         
TAATTCGAGAGGACTCTATAGGGGTGGCAGCATTATATAGTTATGGGAGTTGATTAATAGTGGTTGCTGGTTGGTCTTTATTTGTGAGTATTTTTATT
GT  
Cyprus3    
TAATTCGAGAGGACTCTATAGGGGTGGCAGAATTATATAGTTATGGGAGTTGATTAATAGTGGTTGCTGGTTGGTCTTTATTTGTGAGTATTTTTATT
GT  
Cyprus 23  
TAATTCGAGAGGACTCTATAGGGGTGGCAGCATTATATAGTTATGGGAGTTGATTAATAGTGGTTGCTGGTTGGTCTTTATTTGTGAGTATTTTTATT
GT  
Turkey 1   
TAATTCGAGAGGATTCTATAGGGGTGGCAGCATTATATAGTTATGGGAGTTGATTAATAGTGGTTGCTGGTTGGTCTTTATTTGTGAGTATTTTTATT
GT  
Turkey 5   
TAATTCGAGAGGACTCTATAGGGGTGGCAGCATTATATAGTTATGGGAGTTGATTAATAGTGGTTGCTGGTTGGTCTTTATTTGTGAGTATTTTTATT
GT  
Turkey 6   
TAATTCGAGAGGATTCTATAGGGGTGGCAGCATTATATAGTTATGGGAGTTGATTAATAGTGGTTGCTGGTTGGTCTTTATTTGTGAGTATTTTTATT
GT  
Turkey12   
TAATTCGAGAGGACTCTATAGGGGTGGCAGCATTATATAGTTATGGGAGTTGATTAATAGTGGTTGCTGGTTGGTCTTTATTTGTGAGTATTTTTATT
GT  
Israel 1   
TAATTCGAGAGGACTCTATAGGGGTGGCAGCATTATCTAGTTATGGGAGTTGATTAATAGTGGTTGCTGGTTGGTCTTTATTTGTGAGTATTTTTATT
GT  
Israel 2   
TAATTCGAGAGGACTCTATAGGGGTGGCAGCATTATCTAGTTATGGGAGTTGATTAATAGTGGTTGCTGGTTGGTCTTTATTTGTGAGTATTTTTATT
GT  
Israel 6   
TAATTCGAGAGGACTCTATAGGGGTGGCAGCATTATATAGTTATGGGAGTTGATTAATAGTGGTTGCTGGTTGGTCTTTATTTGTGAGTATTTTTATT
GT  
t1         
TAATTCGAGAGGACTCTATAGGGGTGGCAGCATTATATAGTTATGGGAGTTGATTAATAGTGGTTGCTGGTTGATCTTTATTTGTGAGTATTTTTATT
GT  
t3         
TAATTCGAGAGGACTCTATAGGGGTGGCAGCATTATATAGTTATGGGAGTTGATTAATAGTGGTTGCTGGTTGATCTTTATTTGTGAGTATTTTTATT
GT  
Germ3      
TAATTCGAGAGGACTCTATAGGGGTGGCAGCATTATATAGTTATGGGAGTTGATTAATAGTGGTTGCTGGTTGATCTTTATTTGTGAGTATTTTTATT
GT  
France_3   
TAATTCGAGAGGACTCTATAGGGGTGGCAGCATTATATAGTTATGGGAGTTGATTAATAGTGGTTGCTGGTTGATCTTTATTTGTGAGTATTTTTATT
GT  
t2         
TAATTCGAGAGGACTCTATAGGGGTGGCAGCATTATATAGTTATGGGAGTTGATTAATAGTGGTTGCTGGTTGATCTTTATTTGTGAGTATTTTTATT
GT  
Greece1    
TAATTCGAGAGGACTCTATAGGGGTGGCAGCATTATATAGTTATGGGAGTTGATTAATAGTGGTTGCTGGTTGATCTTTATTTGTGAGTATTTTTATT
GT  
Greece2    
TAATTCGAGAGGACTCTATAGGGGTGGCAGCATTATATAGTTCTGGGAGTTGATTAATAGTGGTTGCTGGTTGATCTTTATTTGTGAGTATTTTTATT
GT  
Greece3    
TAATTCGAGAGGACTCTATAGGGGTGGCAGCATTATATAGTTATGGGAGTTGATTAATAGTGGTTGCTGGTTGATCTTTATTTGTGAGTATTTTTATT
GT  
 
                   510       520        
           ....|....|....|....|....| 
t4         CATTGAGATTACTCGTGGGGGTTAG  
c1         CATTGAGATTACTCGTGGGGGTTAG  
c2         CATTGAGATTACTCGTGGGGGTTAG  
c3         CATTGAGATTACTCGTGGGGGTTAG  
Cyprus3    CATTGAGATTACTCGTGGGGGTTAG  
Cyprus 23  CATTGAGATTACTCGTGGGGGTTAG  
Turkey 1   CATTGAGATTACTCGTGGGGGTTAG  
Turkey 5   CATTGAGATTACTCGTGGGGGTTAG  
Turkey 6   CATTGAGATTACTCGTGGGGGTTAG  
Turkey12   GATTGAGATTACTCGTGGGGGTTAG  
Israel 1   CATTGAGATTACTCGTGGGGGTTAG  
Israel 2   CATTGAGATTACTCGTGGGGGTTAG  
Israel 6   CATTGAGATTACTCGTGGGGGTTAG  
t1         CATTGAGATTACTCGTGGGGGTTAG  
t3         CATTGAGATTACTCGTGGGGGTTAG  
Germ3      CATTGAGATTACTCGTGGGGGTTAG  
France_3   CATTGAGATTACTCGTGGGGGTTAG  
t2         CATTGAGATTACTCGTGGGGGTTAG  
Greece1    CATTGAGATTACTCGTGGGGGTTAG  
Greece2    CATTGAGATTACTCGTGGGGGTTAG  
Greece3    CATTGAGATTACTCGTGGGGGTTAG  
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Ομαδοποίηση δειγμάτων 
Μετά την ανάλυση της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας και την εκ  νέου σύγκριση των 
δειγμάτων η ομαδοποίηση που είχε προκύψει μέσω της μεθόδου SSCP, φαίνεται να 
τροποποιείται. Η ομαδοποίηση των δειγμάτων, όπως προέκυψε με βάση την 
αλληλούχηση φαίνεται στους παρακάτω πίνακες:   
 
 
ND3 γονίδιο Δείγματα 
Ομάδα 1 Germany 1, Germany 2, Germany 3, Germany 4, Germany 5, 
Germany 23, Germany 24, Germany 25, Germany 26, Germany 27, 
France 1, France 2, France 3, France 5, France 6, France 8, 
France 9, France 10, France 12, T1, T3, Greece 1 
Ομάδα 2 Cyprus 6, Cyprus 7, Cyprus 8, Cyprus 11, Cyprus 12, Cyprus 14, 
Cyprus 15, Cyprus 16, Cyprus 17, Cyprus 18, Cyprus 19, Cyprus 20, 
Cyprus 21, Cyprus 23, Cyprus 24, Cyprus 25, Cyprus 26, Cyprus 
27, Cyprus 29, Cyprus 30, Cyprus 3, Cyprus 4, C1, C2, C3, Israel 3, 
Israel 4, Israel 6  
Ομάδα 3 Israel 2, N.Israel 1, N.Israel 2, N.Israel 3, N.Israel 4 
Ομάδα 4 Greece 2, Greece 3, Greece 4, Greece 6, Greece 7 
Ομάδα 5 Cyprus 2 
Ομάδα 6 Turkey 3, Turkey 6, Israel 1 
Ομάδα 7 Cyprus 22, Cyprus 28, Turkey 1, Turkey 2, Turkey 5, Turkey 7  
Ομάδα 8 Turkey 4, Turkey 12 
Ομάδα 9 Greece 5, Greece 8, Greece 9 
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ND6 γονίδιο Δείγματα 
Ομάδα 1 Cyprus 1, Cyprus 6, Cyprus 7, Cyprus 8, Cyprus 11, Cyprus 14, 
Cyprus 16, Cyprus 17, Cyprus 18, Cyprus 19, Cyprus 21, Cyprus 24, 
Cyprus 25, Cyprus 26, Cyprus 27, Cyprus 28, Turkey 1, Turkey 2, 
Israel 4, N.Israel 1, N.Israel 2, N.Israel 3, N.Israel 4, N.Israel 5 
Ομάδα 2 Cyprus 15, Cyprus 22, Israel 2 
Ομάδα 3 France 1, France 2, France 3, France 5, France 6, France 7, 
France 8, France 9, France 10, France 12 
Ομάδα 4 Germany 1, Germany 2, Germany 3, Germany 4, Germany 5, 
Germany 23, Germany 24, Germany 26, Germany 27, T1, T3, t4, 
Greece 1 
Ομάδα 5 Greece 2, Greece 8, Greece 9, T2 
Ομάδα 6 Greece 3, Greece 4, Greece 6, Greece 7, Germany 25 
Ομάδα 7 Turkey 4, Turkey 5, Turkey 7 
Ομάδα 8 Turkey 6 
Ομάδα 9 Israel 1, Israel 6 
Ομάδα 10 Cyprus 20, Cyprus 23, Cyprus 29, Cyprus 30, Turkey 3, C1, C3 
Ομάδα 11 C2 
 
 
 
Ο αριθμός των ομάδων που προέκυψαν από την ομαδοποίηση που πραγματοποιήθηκε 
βασιζόμενοι στα αποτελέσματα της αλληλούχησης, είναι μειωμένος τόσο όσων αφορά 
το γονίδιο ND3, αλλά και το γονίδιο ND6. Συνεπώς, η μέθοδος SSCP εμφανίζεται να 
είναι λιγότερο ακριβής από την ανάλυση των αλληλουχιών, γεγονός όμως πολύ 
λογικό καθώς η μια μέθοδος βασίζεται σε εμπειρική παρατήρηση και ομαδοποίηση 
των ζωνώσεων που προκύπτουν, ενώ αντίστοιχα η άλλη μέθοδος χαρακτηρίζεται 
από την ακρίβεια της ανάγνωσης της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας.   
 
 
 
 
 
 
 
58 
 
 
 Γονίδιο ND3 
Παρατηρώντας την ανάλυση της αλληλουχίας των δειγμάτων το γονιδίου ND3, 
εντοπίζουμε ένα σύνολο μεταλλάξεων, αντικατάστασης βάσης. Εξαιρώντας τις 
μεταλλαγές που παρατηρούνται σε μεμονωμένα άτομα, οι περισσότερες μεταλλάξεις 
εμφανίζουν σαφή γεωγραφική κατανομή. Πιο αναλυτικά: 
Μετάλλαξη βάσης Θέση στην 
αλληλουχία 
Δείγματα  Γεωγραφική 
κατανομή 
T      C 29 C1, C2, C3, Cyprus 3, 
Cyprus 23 
Ασία-Κύπρος 
T      C  36 C1, C2, C3, Cyprus 3, 
Cyprus 23, Turkey 1, 
Turkey 4, Turkey 12, 
N.Israel 1 
Ασία-Κύπρος-
Τουρκία-Β.Ισραήλ 
G      A 174 C1, C2, C3, Cyprus 3, 
Cyprus 23  
Ασία-Κύπρος 
C      T 180 Greece 2, Greece 3, 
Greece 5 
Ελλάδα 
C      T 219 C1, C2, C3, Cyprus 2, 
Cyprus 3, Cyprus 23, 
Turkey 1, Turkey 4, 
Turkey 12, N.Israel 1   
Ασία-Κύπρος-
Τουρκία-Β.Ισραήλ 
C      T     264 C1, C2, C3, Cyprus 3, 
Cyprus 23, Turkey 4, 
Turkey 12, N.Israel 1   
Ασία-Κύπρος-
Τουρκία-Β.Ισραήλ 
 
Επισήμανση: ως αλληλουχία σύγκρισης χρησιμοποιήσαμε το ευρωπαϊκό δείγμα g1.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
59 
 
 
 Γονίδιο ND6 
Ομοίως για τα δείγματα του γονιδίου ND6, παρατηρείται σαφής γεωγραφική 
κατανομή των μεταλλάξεων αντικατάστασης βάσης που εμφανίζονται στα άτομα, 
εξαιρώντας τις μεταλλάξεις που εμφανίζουν μεμονωμένα άτομα. Πιο αναλυτικά: 
Μετάλλαξη 
βάσης 
Θέση στην 
αλληλουχία 
Δείγματα Γεωγραφική 
κατανομή 
G      A 54 C1, C2, C3, Cyprus 3, Cyprus 
23, Turkey 6, Israel 2, Israel 
6 
Ασία-Κύπρος- 
Τουρκία-Ισραήλ 
T C 90 Israel 2, Israel 6 Ισραήλ 
A     G 96 Israel 2, Israel 6 Ισραήλ 
T      C 108 T2, Greece 2, Greece 3 Ελλάδα 
T      C 144 C1, C2, C3, Cyprus 3, Cyprus 
23, Turkey 1, Turkey 5, Turkey 
6, Turkey 12,   Israel 1, Israel 
2, Israel 6 
Ασία-Κύπρος- 
Τουρκία-Ισραήλ 
G     A 183 C1, C2, C3, Cyprus 3, Cyprus 
23, Turkey 1, Turkey 5, Turkey 
6, Turkey 12,   Israel 1, Israel 
2, Israel 6 
Ασία-Κύπρος- 
Τουρκία-Ισραήλ 
T      G 204 C1, C2, C3, Cyprus 3, Cyprus 
23, Turkey 6,  
Ασία-Κύπρος- 
Τουρκία 
G     A 249 Turkey 1, Turkey 5, Turkey 12, 
Israel 1 
Τουρκία-Ισραήλ 
A     T 303 C1, C2, C3, Cyprus 3, Cyprus 
23, Turkey 1, Turkey 5, Turkey 
6, Turkey 12, Israel 1, Israel 
2, Israel 6 
Ασία-Κύπρος- 
Τουρκία-Ισραήλ 
T     A 309 C1, C2, C3, Cyprus 3, Cyprus 
23  
Ασία-Κύπρος 
G     A 373 C1, C2, C3, Cyprus 3, Cyprus 
23 
Ασία-Κύπρος 
G     A 376 C1, C2, C3, Cyprus 3, Cyprus 
23, Turkey 1, Turkey 5, Turkey 
6, Turkey 12, Israel 1, Israel 
2, Israel 6 
Ασία-Κύπρος- 
Τουρκία-Ισραήλ 
 
 
 
 
60 
C     T 390 C1, C2, C3, Cyprus 3, Cyprus 
23, Turkey 1, Turkey 5, Turkey 
6, Turkey 12, Israel 1, Israel 
2, Israel 6 
Ασία-Κύπρος- 
Τουρκία-Ισραήλ 
C      T 414 Turkey 5, Turkey 12 Τουρκία 
A      C 437 C1, C2, C3, Cyprus 3, Cyprus 
23, Turkey 1, Turkey 5, Turkey 
6, Turkey 12, Israel 1, Israel 
2, Israel 6 
Ασία-Κύπρος- 
Τουρκία-Ισραήλ 
A     G 474 C1, C2, C3, Cyprus 3, Cyprus 
23, Turkey 1, Turkey 5, Turkey 
6, Turkey 12, Israel 1, Israel 
2, Israel 6 
Ασία-Κύπρος- 
Τουρκία-Ισραήλ 
 
Επισήμανση: ως αλληλουχία σύγκρισης χρησιμοποιήσαμε το ευρωπαϊκό δείγμα t4. 
 
 
Αμινοξική ανάλυση 
Η μετάφραση των αλληλουχιών με τη χρήση του κατάλληλου γενετικού κώδικα 
(μιτοχονδριακός γενετικός κώδικας των σπονδυλωτών) δεν αποκάλυψε κωδικόνιο 
λήξης σε κάποια αλληλουχία, ούτε κάποια προσθήκη ή αφαίρεση νουκλεοτιδίου 
(indels) οπότε πράγματι η αλληλουχία μας είναι η λειτουργική μιτοχονδριακή και δεν 
ενισχύθηκε κάποιο πυρηνικό ψευδογονίδιο, τόσο στο γονίδιο ND3, όσο και στο 
γονίδιο ND6. 
 
Για το γονίδιο ND3 εντοπίστηκε μόνο μια πολυμορφική θέση της αμινοξικής 
αλληλουχίας, η οποία ήταν η εξής: 
Γονίδιο ND3 
Δείγμα Αμινοξέα Θέση στην αλληλουχία 
N.Israel 1 Φαινυλαλανίνη (F) από 
Ισολευκίνη  (I) 
289 
 
Συγκρίνοντας τα επίπεδα της ποικιλομορφίας των νουκλεοτιδικών και των 
αμινοξικών αλληλουχιών παρατηρήθηκε πως σχεδόν όλες οι μεταλλάξεις, πλήν της 
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μοναδικής στη θέση 289 όπου αλλάζει το αμινοξύ, είναι συνώνυμες. Στις συνώνυμες 
μεταλλάξεις τα κωδικόνια που προκύπτουν από τις καινούργιες τριπλέτες 
κωδικοποιούν για το ίδιο αμινοξύ, λόγω εκφυλισμού του γενετικού κώδικα.  
Από τη μετατροπή της ισολευκίνης σε φαινυλαλανίνη δεν προκύπτει κάποια ιδιαίτερη 
διαφοροποίηση καθώς τόσο η ισολευκίνη, όσο και η φαινυλαλανίνη αποτελούν μη 
πολικά, απαραίτητα αμινοξέα. 
   
Για το γονίδιο ND6 εντοπίστηκαν οι πολυμορφικές θέσεις των αμινοξικών 
αλληλουχιών οι οποίες ήταν επτά, εκ των οποίων οι τρεις εμφανίζονται σε 
περισσότερα από ένα δείγματα. Όπως φαίνεται στον πίνακα: 
Γονίδιο ND6 
Δείγμα/Δείγματα Αμινοξέα Θέση στην αλληλουχία 
Israel 1 Φαινυλαλανίνη  (F) από 
Λευκίνη (L)  
265 
C2 Λευκίνη (L) από 
Φαινυλαλανίνη (F) 
354 
C1, C2, Cyprus 3, Cyprus 
23 
Ισολευκίνη (I) από Βαλίνη (V)  373 
C1, C2, Cyprus 3, Cyprus 
23, Turkey 1, Turkey 5, 
Turkey 6, Turkey 12, 
Israel 1, Israel 2, Israel 
6 
Ισολευκίνη (I) από Βαλίνη (V) 376 
Cyprus 3 Γλουταμινικό οξύ (E) από 
Αλανίνη (A) 
431 
Israel 1, Israel 2 Σερίνη (S) άπο Τυροσίνη (Y) 437 
Greece 2 Γλυκίνη (G) από Τυροσίνη (Y) 443 
 
Στα δείγματα του γονιδίου ND6 παρατηρήθηκαν 14 πολυμορφικές νουκλεοτιδικές 
θέσεις, έναντι 7 πολυμορφικών αμινοξικών θέσεων. Συνεπώς, οι περισσότερες 
μεταλλάξεις είναι συνώνυμες και σε αυτό το γονίδιο. 
Σε αντίθεση με το ND3 γονίδιο, στο ND6 γονίδιο εμφανίζονται διαφοροποιήσεις ως 
προς τα χαρακτηριστικά μερικών αμινοξέων που προέκυψαν από τις συγκεκριμένες 
μεταλλάξεις. Πιο αναλυτικά: 
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 Θέση 431: η αλανίνη που είναι μη πολικό, μη απαραίτητο αμινοξύ 
μετατρέπεται σε γλουταμινικό οξύ το οποίο χαρακτηρίζεται ως μη 
απαραίτητο, αλλά όξινο αμινοξύ. 
 
 Θέση 437: η τυροσίνη που είναι όξινο, μη απαραίτητο αμινοξύ που φέρει 
αρωματικό δακτύλιο, μετατρέπεται σε σερίνη, η οποία αποτελεί ουδέτερο 
πολικό, απαραίτητο αμινοξύ, με ευθεία υδρογονανθρακική αλυσίδα. 
 
 Θέση 443: η τυροσίνη μετατρέπεται σε γλυκίνη, η οποία χαρακτηρίζεται ως 
μη πολικό, μη απαραίτητο αμινοξύ, με ευθεία υδρογονανθρακική αλυσίδα. 
 
 Στις υπόλοιπες θέσεις μετατρέπονται από μη πολικά, απαραίτητα αμινοξέα 
σε επίσης μη πολικά, απαραίτητα αμινοξέα. 
Η επίδραση που θα έχουν οι αλλαγές αυτών των αμινοξέων στο τελικό πρωτεϊνικό 
προϊόν σχετίζεται με την απόσταση του «νέου» αμινοξέος από το ενεργό κέντρο του 
ενζύμου, καθώς επίσης και η επίδραση που δύναται να φέρουν τα χαρακτηριστικά 
του αμινοξέος στη στερεοδιαμόρφωση του ενζύμου στο χώρο. 
 
Φυλογενετική ανάλυση 
Σύμφωνα με την αρχική ομαδοποίηση των δειγμάτων που πραγματοποιήθηκε με την 
μέθοδο SSCP και στη συνέχεια με την ομάδοποίηση που προέκυψε μέσω της 
ανάλυσης της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας, η οποία ήταν πιο ακριβής παρατηρήθηκε 
σαφής γεωγραφική κατανομή των δειγμάτων. 
Όπως αναφέρθηκε και στην εισαγωγή της συγκεκριμένης μελέτης, από 
προγενέστερες μελέτες που έχουν πραγματοποιηθεί με βάση φυλογενετικά δεδομένα 
του mtDNA και σε συνδυασμό με την ανάλυση του γονιδίου Cytb έχει προκύψει η 
ύπαρξη τριών διαφορετικών απλοομάδων με πολύ καλά προσδιορισμένη κατανομή 
στην Ευρώπη και την Ανατολία. Πιο συγκεκριμένα, έχουμε την κεντρική ευρωπαϊκή 
απλοομάδα (Γαλλία, Γερμανία, Ελβετία, Δανία, κλπ), τη νότια ευρωπαϊκή (Ελλάδα, 
Βουλγαρία) και την ανατολική (Τουρκία, Κύπρος, Ισραήλ), (Stamatis et al.2009). 
Τόσο για το ND3, όσο και για το ND6 γονίδιο, από κάθε ομάδα της τελικής 
ομαδοποίησης χρησιμοποιήθηκε ένα ή περισσότερα δείγματα, για την 
πραγματοποίηση της φυλογενετικής ανάλυσης. Τα δείγματα συγκρίθηκαν επίσης και 
με τα δείγματα που εμφάνιζαν ήδη γνωστό τύπο απλοομάδας (C1, C2, C3, T1, T2, T3, 
t4, g1), όπως παρουσιάζεται στον Πίνακα:   
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Δείγμα/Δείγματα Απλοομάδα 
C1, C2, C3 Ανατολική 
T1, T3, t4, g1 Ευρωπαϊκή 
T2 Νότια ευρωπαϊκή 
 
Στη συνέχεια τα δείγματα ομαδοποιήθηκαν σε groups γεωγραφικής προέλευσης, 
αντιπροσωπευτικά των απλοομάδων (ευρωπαϊκή, νότια ευρωπαϊκή, ανατολική), και 
συγκρίθηκαν οι γενετικές αποστάσεις μεταξύ των δείγματων, αλλά και μεταξύ των 
γεωγραφικών groups 
 
 
 ND3 γονίδιο 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Με βάση την εικόνα 24 παρατηρείται μεγαλύτερη γενετική απόσταση 1,8% μεταξύ 
δειγμάτων από διαφορετικές γεωγραφικές περιοχές, δηλαδή ανάμεσα στα δείγματα 
T2, Greece 2, Greece 3, Greece 5 και στα δείγματα C1, C2, C3, Cyprus 3, Cyprus 
23. Όπως επίσης και μεταξύ του δείγματος Turkey 1 και των δειγμάτων T2, Greece 
2, Greece 3, Greece 5, Cyprus 3, Cyprus 23, C1, C2, C3. 
Εικόνα 24: Γενετικές αποστάσεις μεταξύ των δειγμάτων του ND3 γονιδίου. 
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Μηδενική γενετική απόσταση (0%) εμφανίζεται ανάμεσα στα δείγματα Turkey 4 και 
Turkey 12, στα δείγματα T1, T3, t4, Germany 3, g1, στα δείγματα Greece 2, Greece 
3, Greece 5 και στα δείγματα C1, C2, C3, Cyprus 3, Cyprus 23. Όλα τα δείγματα που 
εμφανίζουν μηδενική γενετική απόσταση προέρχονται από την ίδια γεωγραφική 
περιοχή. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Τα άτομα στην ευρωπαϊκή απλοομάδα έχουν μηδενική γενετική απόσταση, τα άτομα 
της νότιας ευρωπαϊκής απλοομάδας έχουν απόσταση 0,3% και τα άτομα της 
ανατολικής απλοομάδας εμφανίζουν τη μεγαλύτερη γενετική απόσταση μέσα στην 
ομάδα τους, 0,8% (Εικ.25).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 25: γενετική απόσταση μέσα στις ομάδες του ND3 γονιδίου 
Εικόνα 26: γενετική απόσταση ανάμεσα στις ομάδες του ND3 γονιδίου 
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Παρατηρήθηκε πολύ μικρή απόσταση μεταξύ της ευρωπαϊκής και της νότιας 
ευρωπαϊκής απλοομάδας (ελληνικά δείγματα) (0,3%). Μεγαλύτερη απόσταση 
εμφανίστηκε μεταξύ της νότιας ευρωπαϊκής απλοομάδας (ελληνικά δείγματα) και της 
ανατολικής απλοομάδας 1,5% και 1,2% γενετική απόσταση μεταξύ της ευρωπαϊκής 
και της ανατολικής απλοομάδας (Εικ. 26). 
Με χρήση του προγράμματος Mega 6.06 κατασκευάστηκε φυλογενετικό δέντρο 
βασιζόμενο στα παρακάτω χαρακτηριστικά :   
Analysis  
  Analysis ---------------------------- Phylogeny Reconstruction 
  Scope ------------------------------- All Selected Taxa 
  Statistical Method ------------------ UPGMA 
Phylogeny Test 
  Test of Phylogeny ------------------- Bootstrap method 
  No. of Bootstrap Replications ------- 450 
Substitution Model 
  Substitutions Type ------------------ Nucleotide 
  Model/Method ------------------------ Maximum Composite Likelihood 
  Substitutions to Include ------------ d: Transitions + Transversions 
Rates and Patterns 
  Rates among Sites ------------------- Uniform rates 
  Pattern among Lineages -------------- Same (Homogeneous) 
Data Subset to Use 
  Gaps/Missing Data Treatment --------- Complete deletion 
  Codons Included --------------------- 1st+2nd+3rd+Non-Coding 
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Το φυλογενετικό δέντρο των δείγμάτων του ND3 γονιδίου εμφανίζει σαφή κατανομή 
των δειγμάτων εξαρτώμενη από την γεωγραφική περιοχή τα οποία προήλθαν. Πιο 
αναλυτικά, εμφανίζεται διαχωρισμός των δειγμάτων της ασιατικής (Τουρκία, 
Β.Ισραήλ) και κυπριακής περιοχής, τα οποία ανήκουν στην ανατολική απλοομάδα και 
των δειγμάτων της ευρωπαϊκής περιοχής (Ελλάδα, Γερμανία) που ανήκουν στην 
νότια ευρωπαϊκή και ευρωπαϊκή απλοομάδα. Αίσθηση προκαλεί το δείγμα Cyprus 2, 
το οποίο ταξινομείται με τα ευρωπαϊκά δείγματα σε αντίθεση με τα υπόλοιπα 
κυπριακά άτομα που έχουν ανατολικό πρότυπο, υποθέτοντας πως δεν προέρχεται 
από γηγενή πληθυσμό και πιθανολογείται ως άτομο εκτροφείου το οποίο εισήχθει 
στη χώρα ή ως ανθρώπινη παρέμβαση προς εμπλουτισμό του πληθυσμού, καθώς η 
φυσική μετανάστευση από την Ευρώπη προς την Κύπρο είναι πρακτικά αδύνατη. 
Τέλος, το δείγμα Turkey 1, εμφανίζεται πιο απομακρυσμένο συγκριτικά με τα 
υπόλοιπα δείγματα, οπότε ίσως αποτελεί άτομο ιδιαίτερα απομονωμένου γεωγραφικά 
πληθυσμού με ελάχιστη αλληλεπίδραση με άλλους πληθυσμούς.     
 
 
 ND6 γονίδιο 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 27: φυλογενετικό δέντρο δειγμάτων ND3 γονιδίου  
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Με βάση την εικόνα 28, που παρουσιάζει τις γενετικές αποστάσεις των δειγμάτων 
του ND6 γονιδίου που φαίνεται στην εικόνα χ η μεγαλύτερη γενετική απόσταση 
εμφανίζεται ανάμεσα στο δείγμα Greece 2 και τα δείγματα C2, Israel 2 (2,7%) και 
στα δείγματα C1, C3, Cyprus 3, Cyprus 23, Turkey 6, Israel 6 (2,5%), καθώς και 
ανάμεσα στο δείγμα T2 και C2 (2,5%). Τα συγκεκριμένα δείγματα εντοπίζονται σε 
απομακρυσμένες γεωγραφικές περιοχές, συγκεκριμένα το ένα δείγμα προέρχεται 
από την Ελλάδα και τα υπόλοιπα από την Ασία και την Κύπρο και ανήκουν στο 
Ανατολικό πρότυπο. Η μικρότερη γενετική απόσταση (0%) εμφανίζεται ανάμεσα στα 
δείγματα C1, C3, Cyprus 3, που εμφανίζουν στο σύνολο τους ανατολικό πρότυπο και 
στα δείγματα T1, T3, t4, Germany 3 και Greece 1. Το δείγμα Greece 1 φαίνεται να 
εμφανίζει Ευρωπαϊκό πρότυπο, ενώ με βάση τη γεωγραφική θα ήταν αναμενόμενο 
Νότιο ευρωπαϊκό πρότυπο. Αυτό το γεγονός μπορεί να οφείλεται σε μετακινήσεις 
πληθυσμών, καθώς η γεωγραφία δεν αποτελεί αποτρεπτικό παράγοντα σε τέτοιου 
είδους μετακινήσεις ή σε μεταφορά λόγω ανθρώπινης παρέμβασης. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Παρατηρήθηκε η μικρότερη γενετική απόσταση ανάμεσα στα άτομα της ευρωπαϊκής 
απλοομάδας (0,1%), στα άτομα της νότιας ευρωπαϊκής απλοομάδας (ελληνικά 
δείγματα) η απόσταση ήταν 0,4% και τέλος στα άτομα της ανατολικής απλοομάδας 
παρατηρήθηκε η μεγαλύτερη γενετική απόσταση, 0,9% (Εικ. 29). 
 
Εικόνα 29: γενετική απόσταση μέσα στις ομάδες του ND6 γονιδίου 
Εικόνα 28: Γενετικές αποστάσεις μεταξύ των δειγμάτων του ND6 γονιδίου. 
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Επίσης και εδώ παρατηρήθηκε πολύ μικρή απόσταση μεταξύ της ευρωπαϊκής και της 
νότιας ευρωπαϊκής απλοομάδας (ελληνικά δείγματα) (0,4%). Μεγαλύτερη γενετική 
απόσταση υπήρξε μεταξύ της νότιας ευρωπαϊκής (ελληνικά δείγματα) με την 
ανατολική απλοομάδα, (2,2%). Ενώ για ανάμεσα στην ευρωπαϊκή και ανατολική 
απλοομάδα η απόσταση είναι 1,9%. (Εικ. 30)  
 
 
 
Με χρήση του προγράμματος Mega 6.06 κατασκευάστηκε φυλογενετικό δέντρο 
βασιζόμενο στα παρακάτω χαρακτηριστικά:  
 
Analysis  
  Analysis ---------------------------- Phylogeny Reconstruction 
  Scope ------------------------------- All Selected Taxa 
  Statistical Method ------------------ UPGMA 
Phylogeny Test 
  Test of Phylogeny ------------------- Bootstrap method 
  No. of Bootstrap Replications ------- 450 
Substitution Model 
  Substitutions Type ------------------ Nucleotide 
  Model/Method ------------------------ Maximum Composite Likelihood 
  Substitutions to Include ------------ d: Transitions + Transversions 
Rates and Patterns 
  Rates among Sites ------------------- Uniform rates 
  Pattern among Lineages -------------- Same (Homogeneous) 
Data Subset to Use 
  Gaps/Missing Data Treatment --------- Complete deletion 
  Codons Included --------------------- 1st+2nd+3rd+Non-Coding 
 
 
 
                                                                                                                                                                                       
 
Εικόνα 30:  γενετική απόσταση ανάμεσα στις ομάδες του ND6 γονιδίου. 
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Το φυλογενετικό δέντρο για τα δείγματα του ND6 γονιδίου (Εικ.χ), παρουσιάζει 
διαχωρισμό τους σχετιζόμενο με τον τόπο προέλευσης. Διακρίνεται σαφής 
διαφοροποίηση των δειγμάτων που προέρχονται από την ευρωπαϊκή περιοχή 
(Ελλάδα, Γαλλία, Γερμανία) τα οποία αντιπροσωπεύουν την ευρωπαϊκή και τη νότια 
ευρωπαϊκή απλοομάδα και των δειγμάτων που προέρχονται από την ασιατική 
περιοχή (Τουρκία, Ισραήλ) και ανήκουν στην ανατολική απλοομάδα. Το δείγμα 
Greece 1, όπως ήταν αναμενόμενο από τη γενετική του απόσταση, ταξινομείται στην 
ομάδα που εμφανίζει ευρωπαϊκό πρότυπο. Το δείγμα Turkey 1 σε αυτή την 
περίπτωση, τοποθετείται κατά το αναμενόμενο. 
 
Εικόνα 31: φυλλογενετικό δέντρο δειγμάτων ND6 γονιδίου 
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ΣΥΖΗΤΗΣΗ 
Στη μέλετη αυτή εξετάστηκαν δείγματα του ευρωπαϊκού λαγού (L. Europaeus) και 
αναλύθηκαν με βάση τη νουκλεοτιδική τους αλληλουχία τα μιτοχονδριακά γονίδια 
ND3 και ND6, τα οποία συνεργάζονται με προϊόντα γονιδίων του πυρηνικού DNA 
για την δημιουργία του συμπλόκου της πρώτης υπομονάδας (Complex 1 ή NADH-
δεϋδρογονάση) που καταλύει τη μεταφορά ηλεκτρονίων από το NADH στο συνένζυμο 
Q-10, της οξειδωτικής φωσφορυλίωσης στο μιτοχόνδριο (OXPHOS). Τα δείγματα 
προερχόταν από απομονωμένους πληθυσμούς λαγού της Ευρώπης (Ελλάδα, Γαλλία, 
Γερμανία), της Ασίας (Τουρκία, Ισραήλ, Βόρειο Ισραήλ) και της Κύπρου. Από τη 
νουκλεοτιδική ανάλυση τόσο στο γονίδιο ND3, όσο και στο γονίδιο ND6, προέκυψαν 
αρκετές θέσεις σημειακών μεταλλάξεων, οι οποίες συνδέονται, στις περισσότερες 
των περιπτώσεων, με τη διακριτή φυλογεωγραφική κατανομή. Αυτό το γεγονός θα 
μπορούσε πιθανώς να χρησιμοποιηθεί σε μεταγενέστερες μελέτες που θα 
σχετίζονται με την ταυτοποίηση ατόμων με βάση τις μιτοχονδριακές τους 
μεταλλάξεις. 
Τα δεδομένα αυτά συμφωνούν με τα αποτελέσματα προηγούμενων μελετών που 
έχουν γίνει στο κυτόχρωμα b (cyt b), από τα οποία προκύπτει η ύπαρξη τριών 
διαφορετικών απλοομάδων με πολύ καλά προσδιορισμένη κατανομή στην Ευρώπη και 
την Ανατολία. Πιο συγκεκριμένα, έχουμε την κεντρική ευρωπαϊκή απλοομάδα 
(Γαλλία, Γερμανία, Ελβετία, Δανία, κλπ) η οποία χωρίζεται σε δύο υποομάδες Euh-Α 
και Euh-Β, τη νότια ευρωπαϊκή Seeh (Ελλάδα, Βουλγαρία) και την ανατολική AMh 
(Τουρκία, Κύπρος, Ισραήλ) (Stamatis  et al.2011). 
Σημαντική παρατήρηση αποτελεί ο βαθύς διαχωρισμός μεταξύ Ανατολικών και 
Ευρωπαϊκών δειγμάτων, όσων αφορά τουλάχιστον το mtDNA. 
Δεδομένα που προέκυψαν από τη μελέτη της περιοχής Control Region 1 (CR-1), 
όσων αφορά τις γενετικές αποστάσεις από και μεταξύ των απλοομάδων, ήταν τα 
εξής: μέσα στις ομάδες 1,29% για την νότια ευρωπαϊκή, 3,38% για την ανατολική, 
0,70% για την κεντρική ευρωπαϊκή Α και 0,77% για την κεντρική ευρωπαϊκή Β και 
ανάμεσα στις ομάδες 1,47%-0,73% μεταξύ της κεντρικής ευρωπαϊκής Α και της 
κεντρικής ευρωπαϊκής Β και 7,16%-4,83% μεταξύ της ανατολικής και της κεντρικής 
ευρωπαϊκής Α (Stamatis et al.2011). Οι τιμές αυτές των γενετικών αποστάσεων 
είναι σημαντικά αυξημένες σε σχέση με αυτές που παρατηρήθηκαν στα γονίδια ND3 
και ND6 που μελετήθηκαν, γεγονός όμως που ήταν αναμενόμενο λόγω του ότι η 
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περιοχή CR1 δεν περιέχει γονίδια και άρα οι μεταλλάξεις συσσωρεύονται με 
μεγαλύτερο ρυθμό, καθώς δεν υπάρχει ισχυρή εξελικτική πίεση.  
Η NADH-δεϋδρογονάση, όπως έχει ήδη αναφερθεί, είναι ένζυμο που συμμετέχει 
στην οξειδωτική φωσφορυλίωση (OXPHOS), η οποία είναι υπεύθυνη για την 
παραγωγή ενέργειας στους οργανισμούς. Δεδομένης λοιπόν της σημαντικότητας της 
οξειδωτικής φωσφορυλίωσης, η φυσική επιλογή  στα γονίδια που κωδικοποιούν τα 
ένζυμα που συμμετέχουν σε αυτή είναι ιδιαίτερα έντονη. Δεδομένου επίσης και του 
πολύ υψηλού ρυθμού μεταλλάξεων του μιτοχονδριακού γονιδιώματος (σε σχέση με το 
πυρηνικό γονιδίωμα), γίνεται σαφής η σημασία της ανάλυσης των μιτοχονδριακών 
γονιδίων σε σχέση με τις μεταλλάξεις που υφίστανται και πως αυτές επηρεάζουν τη 
φυσιολογία και την προσαρμογή του οργανισμού. 
Οι μεταλλάξεις που παρατηρήθηκαν και στα δύο γονίδια ήταν κατά κύριο λόγο 
συνώνυμες. Στο γονίδιο ND6 εμφανίστηκαν περισσότερες μη συνώνυμες 
μεταλλάξεις, συγκριτικά με το ND3 γονίδιο, οι οποίες όμως δε φάνηκε να προκαλούν 
ιδιαίτερες διαφοροποιήσεις στο τελικό προϊόν, καθώς τα αμινοξέα που προέκυψαν 
δεν εμφάνισαν μεγάλες αποκλίσεις στα βιοχημικά χαρακτηριστικά τους σε σχέση με 
τα αρχικά. 
Όπως αναφέρθηκε και παραπάνω, η σημαντικότητα της οξειδωτικής 
φωσφορυλίωσης καθιστά ιδιαίτερα έντονη τη φυσική επιλογή πάνω στα γονίδια που 
σχετίζονται με αυτή. Επομένως, οι βαριά επιβλαβείς μεταλλάξεις σε αυτά τα γονίδια 
θα αφαιρεθούν γρήγορα λόγω φυσικής επιλογής. Όμως, οι μεταλλάξεις οι οποίες 
προκαλούν μόνο ελαφρώς επιβλαβείς μεταβολές στην απόδοση της παραγωγής 
ενέργειας, μπορεί να επιμείνουν. Τέτοιες ήπιες μεταλλάξεις έχουν παρατηρηθεί στο 
μιτοχονδριακό γονιδίωμα (Smith et al. 2010). 
Τα ένζυμα της οξειδωτικής φωσφορυλίωσης κωδικοποιούνται τόσο από 
μιτοχονδριακά, όσο και από πυρηνικά γονίδια. Σε μεταλλάξεις που λαμβάνουν χώρα 
στο μιτοχονδριακό γονιδίωμα και επηρεάζουν το μονοπάτι OXPHOS, συχνά δρα ο 
μηχανισμός της συν- προσαρμογής των πυρηνικά κωδικοποιημένων γονιδίων που 
επίσης σχετίζονται με το μονοπάτι αυτό. Έτσι, αυτές οι μεταλλάξεις μπορούν να 
«καμουφλαριστούν» από αντίστοιχες αντισταθμιστικές μεταλλάξεις του πυρηνικού 
DNA. Σε αυτές τις περιπτώσεις, η ανάμειξη των πληθυσμών θα μπορούσε να 
διαταράξει αυτή τη συν-προσαρμογή των συμπλεγμάτων γονιδίων και να αποκαλύψει 
τις όποιες  επιδράσεις των μεταλλάξεων του μιτοχονδριακού DNA (Smith et al. 
2010).   
Ένα τέτοιο παράδειγμα αποτελεί και η μελέτη του φαινομένου της «κατάρας της 
μητέρας» (mother’s curse effect).       
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Αναφέρθηκε παραπάνω, ότι μεταλλάξεις που προκαλούν μόνο ελαφρώς επιβλαβείς 
μεταβολές στην απόδοση της παραγωγής ενέργειας, μπορεί να επιμείνουν. Τέτοιες 
ήπιες αλλαγές είναι πιθανό να επηρεάσουν τα αρσενικά αναπαραγωγικά κύτταρα σε 
πολύ μεγαλύτερο βαθμό απ’ ότι τα σωματικά ή τα θηλυκά αναπαραγωγικά κύτταρα, 
λόγω της δυσαναλογίας τους σε ενεργειακές απαιτήσεις. Τα σπερματοζωάρια έχουν 
υψηλό ποσοστό ενεργειακών δαπανών για την κινητικότητα, αλλά κατέχουν ένα 
κλάσμα μόνο των μιτοχονδρίων που είναι παρόντα στα περισσότερα άλλα κύτταρα. ). 
Έτσι, οι μεταλλάξεις του mtDNA που προκαλούν σχετικά μικρές μειώσεις στην 
OXPHOS, μπορούν να μειώσουν σημαντικά τη λειτουργία του σπέρματος και 
συνεπώς τη γονιμότητα του αρσενικού ατόμου, αλλά δεν έχουν καμία επίδραση στη 
βιωσιμότητα των ωαρίων, καθώς τα ωάρια έχουν χαμηλές ενεργειακές απαιτήσεις. 
Εξαιτίας του μητρικού τρόπου κληρονομικότητας του mt DNA, ο μεταλλαγμένος 
απλότυπος μπορεί και διατηρείται μέσα στον πληθυσμό μέσω της μητρικής γραμμής 
κληρονομικότητας. Αυτό το σενάριο περιγράφεται ως «η κατάρα της μητέρας» 
(Smith et al. 2010). 
Υπάρχουν μόνοι λίγες μελέτες που αναφέρουν το φαινόμενο mother’s curse. Μέχρι 
σήμερα το mtDNA χρησιμοποιείται ευρέως ως γενετικός δείκτης σε πληθυσμιακές 
μελέτες ζωικών ειδών και μόνο πρόσφατα παρατηρήθηκαν οι λειτουργικές 
επιπτώσεις των μεταλλάξεων του mtDNA στις αναπαραγωγικές και λειτουργικές  
ικανότητες ατόμων και πληθυσμών. Υπάρχουν επομένως, σημαντικά περιθώρια ώστε 
να ερευνηθούν παρόμοιες επιπτώσεις δυσλειτουργιών του mtDNA σε πληθυσμούς 
διάφορων ζώων. Ένας άλλος λόγος για το ότι ορισμένες έρευνες δεν αναφέρουν 
κανένα στοιχείο για τις mtDNA μεταλλάξεις στους άγριους πληθυσμούς, είναι το 
φαινόμενο της κάλυψης που δημιουργείται από την αλληλεπίδραση των 
μιτοχονδριακών γονιδίων και πυρηνικών γονιδίων (Smith et al. 2010). 
Υπάρχει η ανάγκη για μελλοντικές μελέτες όλων των μιτοχονδριακών γονιδίων που 
συμμετέχουν στην οξειδωτική φωσφορυλίωση καθώς και οι αντίστοιχες υπομονάδες 
που κωδικοποιούνται από πυρηνικά γονίδια, ώστε να προσδιοριστεί ο ακριβής 
βαθμός συσχέτισης του εξελικτικού ρυθμού και της συν-προσαρμογής των 
μιτοχονδριακών με τα πυρηνικά γονίδια.  
Σε επίπεδο μελετών που σχετίζονται με τον Lepus europaeus υπάρχει η ανάγκη 
αναλύσεων με διευρυμένο δειγματοληπτικό εύρος, ώστε να χαρτογραφηφούν με 
ακρίβεια οι φυλογεωγραφικοί συσχετισμοί και ιδιαίτερα το σχετικά ανεξερεύνητο 
κομμάτι που αφορά τις υβριδιακές γεωγραφικές ζώνες.   
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